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SCOPO DEL LAVORO 
 
Nel periodo di dottorato il mio impegno si è rivolto allo studio delle correlazioni tra 
stabilità e funzionalità della diidrofolato reduttasi da Escherichia coli e del ruolo di 
metaboliti bioattivi, presenti nel mondo vegetale, nell’attività catalitica dell’enzima. 
E' ormai noto che all'invecchiamento e a molti stati patologici, tra cui processi 
neurodegenerativi come il morbo di Parkinson o l'Alzheimer, è associato l'accumulo di 
forme alterate di proteine. Spesso tali modificazioni, che rendono gli enzimi 
funzionalmente inattivi, sono indotti da agenti ossidanti, in generale specie reattive 
dell'ossigeno (ROS), che si possono originare attraverso diversi processi fisiologici e non-
fisiologici. Le proteine, che vengono modificate covalentemente, possono subire variazioni 
conformazionali che influiscono, oltre che sulla loro attività biologica, sulla loro stabilità e 
sulla loro tendenza a formare aggregati oligomerici. Risulta quindi interessante, da un 
punto di vista biochimico, analizzare il fenomeno della modificazione ossidativa di un 
enzima sia sotto il profilo funzionale che strutturale, cercando delle possibili correlazioni 
tra difetti nella funzionalità catalitica e stabilità termodinamica della proteina. L'interesse 
nei confronti della diidrofolato reduttasi nasce da plausibili implicazioni del metabolismo 
dell'acido folico nei processi neurodegenerativi, quale il morbo di Alzheimer. 
Recentemente, infatti, è stato dimostrato che difetti nel metabolismo dell'acido folico 
(dovuto a deficenze di acido folico, all'inibizione della diidrofolato reduttasi, e ad alti 
livelli di omocisteina) provocano un incremento del danno al DNA e rendono i neuroni più 
sensibili alla neurotossicità della proteina β-amiloide. Emerge, quindi, una correlazione tra 
funzione della diidrofolato reduttasi, aumento dei livelli di omocisteina e fenomeni di 
stress ossidativo legato a processi neurodegenerativi  
Nella prima parte del progetto sono stati svolti degli studi riguardo gli effetti di agenti 
ossidanti endogeni, quali il perossinitrito, sulla funzionalità biologica e sul folding del 
mutante C85S/C152E (SE-DHFR) della diidrofolato reduttasi espressa in E. Coli. In 
questo caso è stata utilizzata una tecnica innovativa (calorimetria a scansione differenziale 
ad alta risoluzione) che permette di studiare il ruolo ed il destino di stati conformazionali 
aberranti, popolati durante il processo di folding dell'enzima, in relazione al danno 
biologico provocato in situazioni di stress ossidativo. 
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In particolare tale approccio è in grado di analizzare e prevedere la tendenza di una 
proteina misfolded a formare aggregati oligomerici insolubili, un processo biologico che 
può scatenare fenomeni patologici degenerativi come quelli che si evidenziano nel morbo 
di Alzheimer. 
Nella seconda parte del progetto si e` andati ad indagare sulla natura dei residui 
aminoacidici ossidati/nitrati dal perossinitrito che sono coinvolti nella diminuzione 
dell’attivita` enzimatica e a valutare, in maniera comparativa, l’effetto dell’agente 
ossidante sulla funzionalita` del wild-type e del mutante SE-DHFR, al fine di elucidare il 
ruolo esercitato dai due residui di cisteina presenti nel wild type, nell’inibizione 
dell’enzima indotta dal perossinitrito. Questo tipo di analisi, abbinata ad uno studio 
termodinamico, consente di ottenere informazioni sulle possibili vie di folding della 
proteina alterata, nonché sul ruolo di determinati domini strutturali in relazione alle sue 
proprietà funzionali, e individuare le parti che in maniera sinergica portano alla “loss of 
function” di un enzima. 
Negli ultimi tempi del periodo di Dottorato mi sono interessato dello studio della 
interazione tra catechine vegetali e la wilde-type DHFR utilizzando come molecola 
modello l’epigallocatechinagallato (EGCG) ed un sistema più complesso come quello 
rappresentato da estratti di Tè verde. I risultati ottenuti indicano chiaramente che l’EGCG 
è un potente inibitore dell’enzima con costanti di inibizione comparabili a quelle del 
metotrexato, una molecola che per queste caratteristiche viene attualmente utilizzata come 
chemioterapico nel trattamento di varie forme di cancro facendo ipotizzare che l’ EGCG 
possa sostituire il metotrexato nella chemioterapia con evidenti vantaggi per i pazienti 
determinati dalla sua natura. 
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ABBREVIAZIONI 
 
Trp    triptofano 
Tyr    tirosina 
Cys    cisteina 
DHFR    diidrofolato reduttasi 
wt-DHFR   wilde type della diidrofolato reduttasi da E. coli 
SE-DHFR   mutante della diidrofolato reduttasi da E. coli 
EDTA    acido etilen diammino tetra acetico 
E. coli    Escherichia coli 
H2F (DHF)   diidrofolato 
H4F (THF)   tetraidrofolato 
MTX    metotrexato 
NADPH   nicotinamide adenina dinucleotide fosfato 
SDS    sodio dodecilsolfato 
EGCG    epigallocatechinagallato 
I    inibitore 
S    substrato 
DHF
mK     costante di Michaelis e Menten per il diidrofolato 
v    velocità iniziale 
Vmax    velocità massima  
kcat    costante catalitica 
Kic    costante di inibizione competitiva 
Kiu    costante di inibizione non competitiva 
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 1. INTRODUZIONE 
 
La diidrofolato reduttasi: funzione e struttura 
L'enzima diidrofolato reduttasi (DHFR) (EC 1.5.1.3) è un enzima ubiquitario che catalizza 
la riduzione NADPH-dipendente del 7,8-diidrofolato (H2F) a 5,6,7,8-tetraidrofolato 
(H4F). A valori di pH acido catalizza inoltre la riduzione del folato a tetraidrofolato 
coinvolgendo due equivalenti di NADPH.  
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Fig1.1 Reazioni catalizzate dalla diidrofolato reduttasi. 
 
Il ruolo di questo enzima è fondamentale per il mantenimento della quantità di 
tetraidrofolato intracellulare e dei suoi derivati, coinvolti nel trasferimento di unità 
monocarboniose in vari processi metabolici come la biosintesi delle purine, del timidilato, 
e di diversi aminoacidi: 
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Fig1.2 Ruolo della diidrofolato reduttasi nella biosintesi dei nucleotidi. 
 
Nello schema è riportata una reazione chiave alla quale è associata l'attività della 
diidrofolato reduttasi: la conversione del 2-deossiuridilato a deossitimidilato, utilizzato per 
la sintesi del DNA. 
L'intervento della diidrofolato reduttasi nei processi metabolici connessi con la sintesi del 
DNA ha suscitatato grande interesse nei confronti di questo enzima sin dalla metà degli 
anni cinquanta, quando venne scoperta l'azione antitumorale di uno dei più potenti inibitori 
della diidrofolato reduttasi, il metotrexato. Esso è un analogo del folato che presenta una 
costante di equilibrio di associazione per l'enzima dell'ordine di 1010 M-1.  
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Fig1.3 Formule di struttura del folato (uno dei substrati della diidrofolato reduttasi) e dell'inibitore 
metotrexato. 
 
Meccanismo di reazione
Studi recenti sulla DHFR [1] hanno messo in luce una intrinseca flessibilità strutturale 
della proteina che le consente di conciliare i requisiti di rigidità imposti dalla formazione 
di un complesso reattivo, con la capacità di discriminare tra substrato e prodotto di 
reazione attraverso una fine modulazione ligando-dipendente. 
La reazione catalizzata dalla DHFR da Escherichia coli prevede la formazione di un 
complesso ternario DHFR:NADPH:H2F (Fig.1.4) grazie al quale avviene il trasferimento 
dell'idrogeno pro-R dal cofattore NADPH al carbonio C6 dell'anello pteridinico del 
diidrofolato con concomitante protonazione dell'azoto N5 del substrato. La reazione, 
fortemente dipendente dal pH, è caratterizzata da un pKa di 6.5 ed una velocità di 
trasferimento di idruro pari a 950 s-1 [2]. 
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Fig. 1.4 Struttura tridimensionale del complesso DHFR:H2F:NADPH: in A sono evidenziati in giallo i 
residui di metionina, in B in verde i residui di tirosina, ed in C in celeste i residui di triptofano. In tutte e tre 
le strutture in rosso è rappresentato il diidrofolato ed in blu il NADPH. 
 
Il corretto posizionamento del substrato rispetto al NADPH, all'interno del sito di binding, 
costituisce un fattore critico nel determinare la velocità di reazione, così come la giusta 
orientazione della catena laterale dell'Asp27 che rappresenta il residuo chimicamente 
significativo per la formazione dello stato di transizione. 
Il meccanismo di reazione proposto richiede infatti che si instauri un network  di legami 
idrogeno all'interno del sito attivo dell'enzima coinvolgendo, oltre all'anello pteridinico del 
substrato, l'Asp27, il Trp22, la Thr113 ed una molecola di acqua [3] (Figura 1.5). 
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In effetti da studi di mutagenesi sito-specifica [4-7] si é visto che sostituzioni del Trp22 e 
della Thr113 determinano un notevole decremento dell'affinità per il substrato senza però 
influenzare significativamente la velocità di trasferimento di idruro dal NADPH al 
diidrofolato. Da questi risultati è possibile attribuire il ruolo più significativo, nel 
meccanismo di catalisi della DHFR, all'Asp27, mentre i già citati residui responsabili della 
formazione di legami idrogeno intorno all'anello pteridinico del diidrofolato, nonché alcuni 
residui idrofobici (Leu28, Phe31, Ile50 e Leu54) che pure si trovano in contatto con il 
substrato, sembrano avere un ruolo marginale nel processo di trasferimento di idruro, ma 
fondamentale nel corretto posizionamento del diidrofolato rispetto al NADPH ed 
all'Asp27. 
 
 
Fig. 1.5. Residui coinvolti nel corretto posizionamento del substrato all'interno del sito di binding della 
diidrofolato reduttasi 
 
Studi cristallografici, di spettroscopia NMR, e Raman [7] indicano che nel meccanismo di 
reazione è coinvolto un equilibrio di tautomeria cheto-enolica indotto dalla presenza del 
gruppo carbossilico dell'Asp27. In seguito al binding del substrato la concomitante 
espulsione di molecole d'acqua dal sito catalitico provoca un'abbassamento della costante 
dielettrica nel microambiente che circonda il residuo carbossilico dell'Asp27 che di 
conseguenza vede un innalzamento della pKa. L'ossigeno carbossilico in seguito a tale 
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shift di pKa, trovandosi in prossimità dell'idrogeno N3 dell'anello pteridinico, promuove la 
formazione del tautomero enolico inducendo uno spostamento elettronico verso l'N3 e 
permettendo il trasferimento protonico da una molecola di acqua all'O4.  
Questo intermedio enolico risulta favorevole al trasferimento di idruro dal NADPH al C6 
del diidrofolato e, contemporaneamente, permette che venga stabilizzata la carica negativa 
del gruppo COO- dell'Asp27 all'interno della tasca idrofobica. Successivamente al 
trasferimento di idruro un protone viene ceduto dall'O4 enolico all'N5 dell'anello 
pteridinico portando così alla formazione del tetraidrofolato ed al ripristino della carica 
negativa sul carbossile dell'Asp27. Un processo importante alla base del meccanismo 
catalitico risulta quindi essere la variazione della costante dielettrica all'interno del sito 
attivo che deriva dall'espulsione di molecole d'acqua in seguito al binding del substrato. 
Sostituzioni di residui idrofobici, coinvolti nel sito catalitico, con catene laterali più polari 
che determinano una maggiore accessibilità al solvente, hanno mostrato un effetto negativo 
sia sull'affinità per il substrato che sulla costante cinetica di trasferimento di idruro [8]. Il 
quadro che emerge da questi dati consiste dunque in un meccanismo cinetico concertato 
che richiede l'accoppiamento di fattori sterici e fisico-chimici ben precisi; il corretto 
allineamento del substrato rispetto al cofattore ed all'Asp27, assistito dalla presenza di 
superfici idrofobiche che bloccano il gruppo paraminobenzoico all'interno del sito attivo, 
unito alla bassa costante dielettrica dell'ambiente di catalisi, fanno sì che il riarrangiamento 
elettronico a carico dell'anello pteridinico del diidrofolato si trovi nella configurazione 
ottimale per il trasferimento di idruro. 
 
Struttura della diidrofolato reduttasi.
La diidrofolato reduttasi è una proteina monomerica costituita da 159 aminoacidi, 
equivalenti ad un peso molecolare di 17680 Dalton. La sua struttura secondaria è composta 
da un grande β-sheet centrale formato da otto segmenti beta (da βA a βH), quattro α-eliche 
e strutture loop che connettono i vari elementi di struttura secondaria e modulano i 
cambiamenti conformazionali dell'enzima. Nonostante le piccole dimensioni, nella 
proteina possono essere individuati due domini (o sottodomini) che delimitano la tasca 
idrofobica preposta al sito di binding del diidrofolato (Fig.1.6): un grande sottodominio 
che lega la porzione adenosinica del NADPH (adenosine-subdomain), ed un sottodominio 
ricco di strutture loop (loop-subdomain) [2] dominato da tre regioni altamente flessibili: il 
loop Met-20, il loop che connette i segmenti βF e βG, ed il loop tra i segmenti βG e βH. 
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Fig.1.6 Struttura della diidrofolato reduttasi: complesso ternario DHFR:H2F:NADPH. 
 
Lo spazio tra questi due sottodomini forma l'insenatura del sito attivo dove si vanno a 
posizionare sia il cofattore (NADPH) che il substrato (H2F) con un angolo di 45° l'uno 
rispetto all'altro in modo da favorire il trasferimento di idruro dal C4 del NADPH al C6 
dell'H2F. L'accessibilità del sito attivo nei confronti dei ligandi è regolato dalla 
conformazione del loop flessibile Met-20 che esercita una vera e propria azione di 
apertura/chiusura del sito di binding soprattutto nei confronti del NADPH. La presenza di 
un sottodominio ricco di strutture random rende la diidrofolato reduttasi una proteina 
altamente flessibile. Le possibili conformazioni adottate dall'enzima in seguito ai 
movimenti concertati di rotazione dei due sottodomini e di oscillazione del loop Met-20 
rappresentano un efficiente meccanismo di regolazione dell'attività catalitica della 
diidrofolato reduttasi. 
Da dati cristallografici [9] entrambi i sottodomini della diidrofolato reduttasi risultano 
stabilizzati dalla presenza di clusters idrofobici: in particolare nel 'dominio maggiore' 
troviamo un largo cluster di residui idrofobici formato da  sei leucine (Leu4, Leu8, 
Leu104, Leu110, Leu112, Leu 156), due tirosine (Tyr100 e Tyr128), due fenilalanine 
(Phe103 e Phe125), due valine (Val93 e Val 99), due alanine (Ala6 e Ala107) e Trp133 e 
Ile2. Questo gruppo di catene idrofobiche stabilizza l'interfaccia tra il β-sheet centrale e 
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l'elica αF, mentre dall'altra parte del β-sheet (di fronte all'elica αB) si trova un cluster di 
dimensioni minori composto dalle catene laterali di Ile5, Trp30, Met92, Tyr111, Phe137, 
Tyr151, Phe153 e Ile155. Poiché questi due clusters idrofobici sono ancorati al β-sheet 
centrale è possibile che essi si comportino come una singola unità rigida [9]. Anche 
nell'altro sottodominio più flessibile è presente un gruppo di residui idrofobici (Met42, 
Trp47, Ile61, Val72 e Trp74) che mantengono una disposizione spaziale costante, relativa 
l'uno all'altro, durante i movimenti del sottodominio coinvolti nel meccaniso di catalisi. 
Il turnover catalitico della diidrofolato reduttasi coinvolge infatti cambiamenti 
conformazionali dell'enzima al quale sono associati movimenti di slittamento all'interfaccia 
tra il β-sheet centrale e le eliche αB e αC (che determinano il restringimento e 
l'allargamento del sito di binding del substrato), ed il movimento di oscillazione del loop 
Met 20, che regola l'entrata e l'uscita del cofattore dall'ambiente di catalisi. In particolare 
nel complesso enzima-substrato di Michaelis (DHFR:NADPH:H2F) sia il sito attivo che il 
loop Met20 si trovano in una conformazione chiusa che determina un'alta affinità per il 
substrato e per il cofattore ridotto. Dopo che il trasferimento di idruro è avvenuto la 
fenditura del sito attivo si apre ed il loop Met20 adotta una conformazione che ostruisce il 
posizionamento del NADP+ e lo spinge ad abbandonare il sito di catalisi con formazione 
del complesso DHFR:H4F. L'uscita del cofattore ossidato determina a sua volta la chiusura 
del sito attivo fino a quando l'entrata del NADPH non porta alla formazione del complesso 
ternario DHFR:NADPH:H4F che presenta bassa affinità per entrambi i ligandi, e che 
quindi, data la concentrazione saturante del NADPH, provoca la dissociazione del 
tetraidrofolato per formare il complesso binario DHFR:NADPH in cui il loop Met20 adotta 
la conformazione chiusa pronta per iniziare un nuovo ciclo di catalisi.  
 
Studio del folding termico della diidrofolato reduttasi: il mutante C85S/C152E della 
DHFR (SE-DHFR) 
La caratterizzazione termodinamica della diidrofolato reduttasi presenta degli ostacoli 
legati principalmente a problemi di reversibilità del processo di denaturazione termica. 
Tale inconveniente ha origine, solitamente, da fenomeni di aggregazione o da 
modificazioni chimiche favorite dalla alte temperature, che includono reazioni di 
ossidazione di gruppi sulfidrilici di residui di cisteina, deamidazione di residui di 
asparagina e glutamina, interscambio di ponti disolfuro, idrolisi del legame peptidico Asp-
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X. La diidrofolato reduttasi da E. coli possiede due residui di cisteina che non formano 
ponti disolfuro: la Cys85 e la Cys152. Essi non sembrano influenzare il meccanismo di 
azione catalitica; costituiscono invece un intralcio nella realizzazione delle condizioni di 
reversibilità necessarie perché si possa affrontare un'analisi termodinamica dell'equilibrio 
di folding. Durante lo svolgimento della proteina è infatti plausibile che le due cisteine si 
vengano a trovare in prossimità l'una dell'altra, e che si ossidino formando ponti disolfuro 
intra- e inter-molecolari. Naturalmente diventa poi impossibile ripristinare la situazione 
nativa.  
Per risolvere tale inconveniente è stato progettato un mutante in cui le due cisteine (Cys85 
e Cys152) vengono sostituite con una serina ed un acido glutammico rispettivamente, 
seguendo un criterio di sostituzione naturale vista la presenza dei due residui in 
diidrofolato reduttasi provenienti da altre specie (Salmonella typhimurium  e Bacillus 
subtilis ).  
L'unfolding termico del doppio mutante SE-DHFR è risultato essere completamente 
reversibile a concentrazioni di proteina non superiori a 15 μM; tale equilibrio sembra 
inoltre coinvolgere un intermedio, parzialmente folded, piuttosto stabile da un punto di 
vista termodinamico nel range di temperatura a cui viene sottoposta la proteina durante il 
processo di unfolding [10]. 
Da un punto di vista funzionale, si è visto che le due mutazioni non producono effetti sul 
meccanismo di catalisi, infatti i parametri cinetici della reazione di riduzione del 
diidrofolato risultano invariati rispetto alla wild-type a 15 °C, mentre a 30 °C l'attività 
presenta una diminuzione del 25% [11]. Tale dato è consistente con il fatto che le due 
sostituzioni nelle posizioni 85 e 152 della catena aminoacidica influenzano la stabilità 
della proteina [10, 11].  
Poiché gli studi strutturali svolti durante questa tesi si sono basati, principalmente, 
sull'analisi dell'equilibrio di unfolding termico della proteina attraverso calorimetria a 
scansione differenziale (grazie alla quale é possibile ricavare utili parametri termodinamici 
quali entalpia, entropia, e capacità termica) [12, 13], il mutante SE-DHFR è stata la 
proteina utilizzata per tutti gli esperimenti.  
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Analisi termodinamico-statistica della stabilità delle proteine. 
Il problema del folding proteico viene classicamente concepito in termini di predizione 
della struttura tridimensionale delle proteine a partire dalla sequenza aminoacidica. La 
soluzione di questo problema sembra ancora lontana, nonostante alcuni risultati siano stati 
ottenuti per quanto riguarda la predizione di strutture secondarie semplici [14]. Un 
problema più semplice ma non meno interessante è la predizione della stabilità di una 
proteina conoscendone la struttura tridimensionale [15]. Perché tale obbiettivo possa essere 
raggiunto occorre conoscere i contributi energetici delle forze coinvolte nella 
stabilizzazione della macromolecola e quindi, una volta che essi siano stati 
opportunamente parametrizzati, è possibile calcolare l'energia di stabilizzazione della 
proteina, stabilire il livello di cooperatività dell'equilibrio di folding/unfolding, ed infine 
predire la probabilità che stati intermedi parzialmente folded siano popolati. L'impianto 
teorico sul quale poggia questo tipo di strategia computazionale struttura-dipendente 
consiste nella formulazione termodinamico-statistica dell'equilibrio conformazionale delle 
proteine. La visione delle proteine come insiemi statistici interpreta adeguatamente il fatto, 
ormai assodato, che i sistemi proteici non possano essere considerati in equilibrio tra un 
numero esiguo di stati conformazionali, data l'enormità delle conformazioni disponibili. 
Essa altresì aiuta a capire quali tra i molti stati energetici disponibili hanno la maggiore 
probabilità di essere popolati.  
 
 
Fig. 1.7 Visione termodinamico-statistica degli stati conformazionali delle proteine. 
 
Perché una proteina sia biologicamente attiva, infatti, deve assumere una struttura avente 
proprietà tali da assicurarne il corretto funzionamento. Come descritto sopra nel caso 
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dell'enzima diidrofolato reduttasi, una di queste proprietà è la flessibilità. Oltre ad essa é 
però necessario che la proteina si organizzi in una forma tridimensionale ben definita, nella 
quale interazioni cooperative tra le diverse unità di folding (elementi di struttura 
secondaria singoli o raggruppati in unità indipendenti) contribuiscono alla sua 
stabilizzazione termodinamica. Tali interazioni cooperative sono quindi all'origine del 
limitato numero di intermedi parzialmente folded che vengono popolati durante il processo 
di folding.  
 
La funzione di partizione
La descrizione in termini statistici dell'equilibrio di folding/unfolding delle proteine 
richiede che venga formulata la funzione di partizione del sistema: 
 
Q = e-ΔGi / RT
i = 0
n∑  
Essa è definita come la sommatoria dei pesi statistici di tutti gli stati accessibili alla 
macromolecola. I pesi statistici vengono determinati in base alla legge di distribuzione di 
Boltzmann in cui ΔGi è la funzione energia libera dello stato i-esimo,  R è la costante dei 
gas e T la temperatura assoluta. 
Per convenzione lo stato di riferimento viene considerato lo stato nativo. Da ciò deriva che 
la probabilità che lo stato i-esimo venga popolato è data dal rapporto tra il peso statistico di 
quello stato e la funzione di partizione: 
 Pi =
e-ΔG i / RT
Q
  
L'energia libera dello stato i-esimo è espressa in funzione della temperatura secondo 
l'equazione standard: 
 
ΔGi = ΔH i(TR ) + ΔCp, i ⋅(T - TR ) − T ⋅[ΔSi (TR ) + ΔCp,i ⋅ ln(T / TR )] 
 
dove ΔHi(TR) e ΔSi(TR) sono l'entalpia e l'entropia relative allo stato i-esimo alla 
temperatura di riferimento TR, e ΔCp,i è la sua capacità termica a pressione costante 
rispetto allo stato di riferimento.  
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Prendendo quindi come stato di riferimento lo stato nativo la funzione di partizione può 
essere scritta: 
 
Q =1 + e-ΔG i / RT
i =0
n-1∑ + e-ΔG n / RT
 
 
in cui i termini sotto il simbolo di sommatoria includono tutti gli intermedi che diventano 
popolati durante la transizione, mentre il primo e l'ultimo termine si riferiscono ai pesi 
statistici dello stato nativo e dello stato unfolded rispettivamente. 
Da questo tipo di rappresentazione deriva che, in adeguate condizioni sperimentali, le 
energie libere degli stati intermedi possono assumere valori favorevoli, tali da renderli 
significativamente popolati.  
Una stima delle forze coinvolte nella stabilizzazione degli stati energetici permette di 
esprimere correttamente la funzione di partizione ed eventualmente di correlare in maniera 
appropriata i parametri termodinamici di unfolding alle transizioni strutturali osservate 
sperimentalmente. 
L'energia libera di stabilizzazione dello stato nativo di una proteina è costituita dalla 
somma di vari contributi: 
- distruzione di contatti apolari con conseguente esposizione di superfici idrofobiche al 
solvente. 
- distruzione di contatti polari (legami idrogeno ed interazioni di van der Waals di natura 
polare come interazioni dipolo-dipolo indotto)  
- guadagno in gradi di libertà configurazionali  indotto dall'unfolding 
- altri, comprendenti protonazione di gruppi ionizzabili, distruzione di ponti salini. 
In generale si può quindi scrivere l'energia libera di stabilizzazione come sommatoria dei 
suddetti contributi: 
 
ΔG =  ΔGap + ΔGpol + ΔG conf + ΔGother  
 
Naturalmente l'energia libera di ognuno di questi contributi dipende dalla temperatura 
secondo l'equazione standard già descritta: 
 
ΔG = ΔH(TR ) - T ⋅ ΔS(TR ) + ΔCp ⋅[(T - TR ) − T ⋅ ln(T / TR )]. 
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 L'esposizione al solvente di superfici idrofobiche porta ad un aumento di capacità termica 
ΔCp e quindi ad una dipendenza dalla temperatura delle variazioni entalpica ed entropica 
ΔH e ΔS. 
Negli ultimi anni, diversi gruppi hanno misurato i contributi alla variazione di capacità 
termica derivanti dall'esposizione di gruppi polari e apolari tramite l'uso di composti 
modello [16]. Da questi studi è stata ricavata una relazione quantitativa tra variazioni di 
capacità termica e superficie accessibile al solvente polare e apolare (ASApol e ASAap).  
La variazione ΔCp può essere espressa come combinazione lineare della variazione 
ΔASApol e ΔASAap per mezzo di coefficienti elementari parametrizzati: 
 
ΔCp = a' ⋅ΔASAap + b' ⋅ΔASA pol  
dove: 
a' = +0.45 cal (K mol Å2)-1  e 
b' = - 0.26 cal (K mol Å2)-1 
Analogamente è possibile parametrizzare la variazione di entalpia in seguito 
all'esposizione al solvente di superficie apolare o polare: 
 
ΔH(TR ) = a(TR ) ⋅ ΔASAap + b(TR ) ⋅ΔASA pol  
 
a(TR) e b(TR) dipendono dalla temperatura scelta come riferimento. A 60 °C essi sono 
uguali a: 
a(60) = - 8.44 cal (mol Å2)-1  e 
b(60) = +31.4 cal (mol Å2)-1 
 
La variazione di entalpia a qualsiasi altra temperatura è data da: 
 
ΔH(T) = ΔH(60) + ΔCp ⋅(T - 60) 
 
equazione valida nel 90% del range di temperature entro il quale avvengono i processi di 
unfolding delle proteine. 
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Da un punto di vista concettuale risulta conveniente definire i cambiamenti di entalpia 
rispetto alla temperatura (Th) alla quale il contributo apolare al ΔH complessivo è uguale a 
zero (24). Cosicché la variazione di entalpia apolare diventa: 
 
ΔHap (T) = ΔCp,ap (T - Th ) 
e la variazione di entalpia polare: 
 
ΔHpol (T) = ΔH†+ΔCp, pol (T - Th ) 
 
dove Th è la temperatura alla quale ΔHap è uguale a zero e ΔH† è la variazione polare di 
entalpia a Th. 
In maniera del tutto simile, la variazione di entropia viene definita in relazione alla 
temperatura alla quale ΔSap è uguale a zero: 
 
ΔSap (T) = ΔCp,ap ⋅ ln(T / Ts )  
e 
ΔSpol (T) = ΔS†+ΔCp, pol ⋅ ln(T / Ts )  
 
dove Ts è la temperatura alla quale la variazione apolare di entropia ΔSap è uguale a zero e 
la variazione polare di entropia è uguale a ΔS†. 
Combinando le precedenti equazioni si ottengono i contributi apolari e polari alla 
variazione di energia libera di Gibbs: 
 
ΔGap = ΔCp,ap ⋅[(T - Th ) − T ⋅ ln(T / Ts )] 
e 
ΔGpol = ΔH†-T ⋅ ΔS†+ΔCp,pol ⋅[(T - Th ) − T ⋅ ln(T / Ts )] 
 
Per valutare quantitativamente la stabilità strutturale di una proteina occorre dunque 
conoscere i parametri fondamentali ΔH†, ΔS†, ΔCp,ap, ΔCp,pol, Th, e Ts. I valori di questi 
parametri sono stati stimati attraverso studi di denaturazione delle proteine e misure dei 
calori di dissoluzione di composti modello. 
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Tabella 1.1 Parametri termodinamici usati per la valutazione della stabilità delle proteine dalla struttura 
cristallografica 
Parametro Valore stimato 
ΔCp,ap   0.45 ± 0.02 cal K-1 (mol Å2)-1 
ΔCp,pol - 0.26 ± 0.03 cal K-1 (mol Å2)-1 
Th   100 ± 6 °C 
Ts   112 ± 1 °C 
ΔH† 35 ± 3 cal (mol Å2)-1 di superficie polare 
ΔS†, ΔSconf 4.3 ± 0.1 cal K-1 (mol res)-1 
 
 Forze che intervengono nella stabilizzazione delle proteine 
a) Effetto idrofobico
L'effetto idrofobico è considerato il più importante elemento nella stabilizzazione delle 
strutture proteiche. Per effetto idrofobico si intende quel processo termodinamico associato 
al trasferimento di una superficie apolare (quale può essere una catena laterale di un 
residuo idrofobico) dall'interno della proteina ad un solvente acquoso. Come tale esso 
include non solo il contributo energetico associato alla ristrutturazione delle molecole 
d'acqua intorno ai residui apolari esposti al solvente, ma anche la variazione in interazioni 
di van der Waals tra i gruppi apolari durante il trasferimento. Usando questa definizione  
gli effetti idrofobici possono essere riprodotti utilizzando strategie sperimentali che 
coinvolgano trasferimenti in solvente acquoso, partendo da situazioni il più possibile non 
polari, simili all'ambiente presente all'interno della proteina. I sistemi modello usati vanno 
dal cristallo solido [17] al liquido organico [18] presumendo un ambiente proteico di 
natura cristal-like nel primo caso o liquid-like nel secondo. Una valida approssimazione, 
da un punto di vista chimico-fisico, del trasferimento dall'interno proteico ad un solvente 
acquoso sembra essere ottenuta tramite la termodinamica di dissoluzione di dipeptidi 
ciclici [16]. Utilizzando questi composti modello è stato possibile definire l'effetto 
idrofobico come il contributo alla termodinamica del processo di unfolding, proporzionale 
alla quantità di superficie apolare che viene esposta al solvente. Questa quantità (ASAap) è 
a sua volta determinata dal numero di idrogeni apolari che si trovano in contatto con il 
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solvente; per idrogeno apolare si intende l'atomo di idrogeno legato ad un atomo di 
carbonio.  
Dagli studi di trasferimento di composti modello in solventi acquosi è stata determinata la 
temperatura alla quale i contributi entalpici apolari sono nulli, Th. A questa temperatura 
l'entalpia derivante dalla ristrutturazione delle molecole d'acqua intorno ai residui apolari, 
più l'entalpia di interazione di van der Waals tra soluto e solvente sono uguali ed opposte 
alle interazioni entalpiche tra superficie apolari all'interno della proteina. Per cui maggiori 
sono tali interazioni, e quindi l'impaccamento proteico, minore è Th. In sintesi i vari 
sistemi modello suggeriscono che Th per le proteine dovrebbe essere compresa tra 30 e 
120 °C a seconda del grado di impaccamento in cui sono coinvolti gli effetti idrofobici.  
Studi di denaturazione delle proteine hanno permesso di determinare la temperatura alla 
quale il contributo entropico apolare è uguale a zero, Ts. Tale valore, pari a 112 °C, 
corrisponde alla temperatura di convergenza osservata per le proteine [19], ossia la 
temperatura alla quale i valori di entropia di unfolding delle proteine globulari, 
normalizzate rispetto al numero di residui aminoacidici, assumono lo stesso valore 
(ottenendo tali valori per estrapolazione ed assumendo che ΔCp sia costante). Poiché tali 
valori di entropia di convergenza sono indipendenti dalle dimensioni della proteina, e 
quindi dal suo grado di idratazione, essi contengono principalmente l'entropia 
configurazionale di unfolding ΔSconf, che corrisponde all'entropia priva di contributi 
apolari a temperatura Ts, ΔS†. 
b) Interazioni polari
Fino a qualche anno fà si pensava che il contributo dei legami idrogeno alla stabilizzazione 
delle proteine fosse poco significativo. Questo secondo l'idea di base che i legami idrogeno 
che stabilizzano la struttura nativa vengono compensati dalla formazione di legami 
idrogeno con le molecole d'acqua dopo l'avvenuto processo di unfolding [20]. 
Sia da studi eseguiti utilizzando come composti modello i dipeptidi ciclici [16, 19] che da 
esperimenti di calorimetria su transizioni α-elica-random  risulta invece che il contributo 
polare alla stabilità della proteina è rilevante, stimabile in un range che va da 1.5 a 3.3 kcal 
per mole di legami idrogeno a 25 °C in termini di entalpia di stabilizzazione.  
Il contributo dei legami idrogeno all'energia di stabilizzazione delle proteine deriva 
sostanzialmente dal grande numero di tali interazioni deboli che si formano all'interno 
della proteina (basti pensare a tutti i legami idrogeno presenti in un'α-elica). Inoltre il fatto 
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che tali interazioni siano intramolecolari, a differenza di quelle intermolecolari che 
verrebbero formate tra i residui polari e le molecole d'acqua del solvente, costituisce un 
elemento aggiuntivo in favore della funzione stabilizzante dei legami idrogeno. Infatti, da 
un punto di vista puramente statistico, l'entropia di interazione tra due molecole separate 
contiene un fattore negativo (sfavorevole all'interazione) legato al fatto che viene ridotto il 
numero di particelle complessive in soluzione. Tale termine entropico (-R lnX ) viene 
chiamato entropia cratica, ed entra in gioco più o meno pesantemente in tutti i processi 
intermolecolari. Il suo peso è ovviamente determinato dal numero di interazioni coinvolte 
nel processo intermolecolare [21]. 
E' importante inoltre notare che nell'energia di formazione del legame idrogeno sono 
coinvolte componenti di van der Waals tra i gruppi polari interessati e componenti 
elettrostatiche. Dato il basso valore della costante dielettrica all'interno delle proteine, 
rispetto al solvente, sembra quindi plausibile che l'energia di stabilizzazione dei legami 
idrogeno nell'interno proteico sia più favorevole rispetto ai legami idrogeno tra residui 
aminoacidici polari e le molecole d'acqua del solvente formati dallo stato unfolded. 
 
Stabilizzazione di stati intermedi di folding: il "molten globule" 
Il folding delle proteine è un processo altamente cooperativo. Da un punto di vista 
statistico questo significa che, in condizioni di equilibrio, gli stati parzialmente unfolded 
sono così energeticamente sfavoriti da rendere i loro pesi statistici trascurabili. In 
conseguenza di ciò la loro popolazione risulta praticamente nulla. In alcune condizioni 
sperimentali è però possibile che la popolazione di alcuni di questi stati sia consistente, 
permettendone uno studio termodinamico [22]. Impedimenti tecnici, legati soprattutto al 
fatto che gli strumenti calorimetrici non fossero adeguatamente sensibili e riproducibili, 
hanno ritardato l'identificazione sperimentale di intermedi di folding. Ora grazie alla 
calorimetria a scansione differenziale ad alta sensibilità sembra possibile accedere 
direttamente all'energetica di questi stati. Per comprendere le origini termodinamiche della 
stabilizzazione degli stati parzialmente denaturati è utile richiamare la funzione di 
partizione per l'equilibrio di folding/unfolding: 
 
Q =1 + e-ΔG i / RT
i =0
n-1∑ + e-ΔG n / RT  
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come già detto in precedenza, le popolazioni degli stati intermedi, rappresentati dai termini 
sotto il segno di sommatoria, sono più o meno significative a seconda dell'energia degli 
stati termodinamici ad essi associati ΔGi. In molti casi infatti le transizioni associate al 
processo di unfolding sono altamente cooperative e la funzione di partizione si riduce alla 
forma che descrive un equilibrio a due-stati: 
 
Q =1 + e-ΔG n / RT  
 
Gli stati intermedi parzialmente unfolded che possono essere popolati durante la 
transizione non espongono la stessa proporzione di superficie polare e apolare, in quanto la 
distribuzione di residui polari e apolari all'interno della proteina non è uniforme. Questa 
proprietà strutturale si riflette poi nell'energetica degli stati intermedi, e quindi nella loro 
probabilità di essere popolati, attraverso l'equazione fondamentale della termodinamica: 
 
ΔG = ΔH- T ⋅ ΔS 
 
Poiché la probababilità che gli stati intermedi vengano popolati dipende dalla loro energia 
libera, un valore di entalpia altamente positivo contribuisce negativamente alla loro 
stabilizzazione rispetto allo stato completamente unfolded. L'entalpia degli stati intermedi 
è maggiore di quella dello stato unfolded, almeno a temperature non molto alte, a causa 
della forte dipendenza dalla temperatura dell'entalpia dello stato completamente 
denaturato, determinata dalla sua alta capacità termica. La temperatura alla quale l'entalpia 
dello stato intermedio e quella dello stato denaturato si equivalgono è detta temperatura di 
inversione Tinv. Quindi dato il loro alto contributo entalpico, l'unica fonte di 
stabilizzazione degli stati parzialmente unfolded può derivare da un favorevole valore 
entropico, ossia dal termine -TΔS dell'equazione dell'energia libera. E' utile a questo punto 
richiamare le due equazioni ottenute per l'entropia apolare e polare: 
 
ΔSap (T) = ΔCp,ap ⋅ ln(T / Ts )  
e 
ΔSpol (T) = ΔS†+ΔCp, pol ⋅ ln(T / Ts )  
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che sommate danno l'espressione classica per l'entropia di uno stato generico della 
proteina: 
 
ΔS(T) = ΔS(385.15) + ΔCp ⋅ ln(T / 385.15) 
 
dove, come è stato già spiegato, 112 °C (385.15 K) è stata scelta come temperatura di 
riferimento in quanto rappresenta la temperatura in cui il contributo dovuto all'idratazione 
dei gruppi apolari è nullo. 
Il termine ΔS(385.15) contiene diversi contributi: 
 
ΔS(385.15) = ΔSconf + ΔSH + + ΔSbind + ΔSpol + ΔSvib + ΔSother  
 
ΔSconf  è l'entropia conformazionale che comprende sia variazioni relative ai gradi di 
libertà della catena polipeptidica (backbone), che delle catene laterali. Questo termine 
apporta il maggiore contributo all'entropia associata alla temperatura di riferimento 
ΔS(385.15), e può essere anch'esso parametrizzato. ΔSH+ e ΔSbind sono i termini associati 
a fenomeni di protonazione o altri eventi di binding. ΔSpol e ΔSvib sono i contributi 
derivanti dall'idratazione di gruppi polari e dalla variazione nei gradi di libertà 
vibrazionali. ΔSother rappresenta tutto il resto che non è stato tenuto in considerazione in 
questa trattazione. 
In generale si può comunque affermare che poiché gli stati intermedi per definizione sono 
caratterizzati da un grado di entropia conformazionale inferiore rispetto allo stato 
completamente unfolded (essendo più "ordinati"), il termine che deriva dall'idratazione dei 
gruppi apolari [ΔCp ⋅ ln(T / 385.15)] svolge il ruolo più importante nel rendere questi stati 
termodinamicamente accessibili alla proteina. Chiameremo tale termine entropia di 
solvatazione. In base a quanto enunciato, fra tutti i possibili stati parzialmente unfolded 
che la proteina può esplorare, solo quelli che manterranno un consistente core idrofobico, 
esponendo una limitata superficie apolare al solvente, potranno superare in entropia lo 
stato unfolded. L'insieme di questi stati conformazionali viene generalmente indicato con il 
termine "molten globule" [23]. Generalmente gli stati intermedi di folding sono 
scarsamente popolati per il fatto che essi espongono una grande quantità di superficie 
idrofobica al solvente senza che contemporaneamente avvenga un guadagno in entropia 
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conformazionale. Questa esposizione al solvente non-compensata avviene soprattutto nelle 
regioni complementari, cioè quelle superfici, situate nelle regioni folded della proteina, che 
sono strutturalmente complementari alle regioni che assumono una struttura unfolded nello 
stato intermedio, e da cui esse vengono protette nei confronti del solvente. 
 
 
Fig. 1.8 Rappresentazione schematica dello stato parzialmente unfolded. 
 
Deriva dunque che gli stati parzialmente unfolded che presentano un'alta probabilità di 
venire popolati sono quelli che espongono al solvente una grossa percentuale di superficie 
polare e che mantengono un consistente core idrofobico protetto dal solvente. Il molten 
globule presenta tali caratteristiche. In più esso trae una potenziale fonte di stabilizzazione 
da un certo grado di rilassamento (attraverso la distruzione di alcune interazioni di van der 
Waals) dell'impaccamento terziario all'interno del core idrofobico, senza però permettere al 
solvente di penetrare in esso. Attraverso tale perdita di densità di impaccamento si ha sì 
una diminuzione sfavorevole di entalpia, a cui però corrisponde un superiore guadagno in 
entropia conformazionale.  
Le caratteristiche strutturali del molten globule si possono dunque così riassumere: 
1) contenuto relativamente alto di struttura secondaria, 
2) consistente core idrofobico, 
3) perdita dei vincoli imposti da forti interazioni terziarie di impaccamento. 
Il core idrofobico del molten globule è responsabile del mantenimento di un certo grado di 
compattezza, nonostante la struttura complessiva di questo intermedio di folding sia 
caratterizzata da un alto grado di flessibilità con ampie fluttuazioni. Per questo motivo 
sembra ragionevole descrivere lo stato di molten globule come un insieme di 
conformazioni isoenergetiche in equilibrio tra loro. In questa situazione tutti i conformeri 
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parzialmente unfolded che soddisfano i requisiti strutturali elencati sopra costituiscono lo 
stato termodinamico di molten globule. 
 
L'ossidazione delle proteine 
La modificazione ossidativa delle proteine da parte di specie reattive dell'ossigeno (ROS), 
o di altre sostanze reattive (RS) è implicata nell'eziologia o nella progressione di un gran 
numero di scompensi fisiologici, e di malattie [24] Fig.1.9.  
 
 
 
Fig. 1.9 Regolazione dei processi ossidativi mediati da agenti proossidanti, antiossidanti e attività 
proteolitiche. MSR: metionina solfossido reduttasi; GPx: glutatione perossidasi; CAT: catalasi; RSH-Px: 
perossidasi tiolo specifica; NOS: ossido nitrico sintetasi; SOD: superossido dismutasi; GST: glutatione 
transferasi. 
 
Tali specie reattive si possono formare tramite un gran numero di processi sia fisiologici 
che non fisiologici. Essi includono fattori ambientali come le radiazioni ionizzanti (raggi X 
e raggi γ che portano alla formazione del radicale HO.), inquinanti atmosferici come 
ozono, N2O2, NO2, fumo di sigarette, ma la maggior parte di tali specie è costituita dai 
sottoprodotti di normali processi metabolici come l'autossidazione delle forme ridotte di 
trasportatori di elettroni (NAD(P)H, flavine ridotte, citocromo P450), reazioni 
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infiammatorie, sintesi dell'ossido nitrico, reazioni catalizzate da ossidasi, perossidazione 
lipidica, reazioni di glicazione/glicosidazione, e reazioni catalizzate dai metalli. 
Nonostante che la maggior parte dei sistemi biologici abbia sviluppato vari meccanismi di 
protezione nei confronti dei ROS (convertendoli in specie non reattive), come enzimi 
(superossido dismutasi, catalasi, glutatione perossidasi ecc.) o proteine che legano metalli 
(come la ceruloplasmina, la ferritina ecc.) o componenti della dieta (come le vitamine A, C 
ed E), qualora si verifichi uno sbilanciamento tra i vari agenti proossidanti e antiossidanti, 
determinato sia da fattori genetici che ambientali, è possibile che si instaurino delle 
condizioni favorevoli all'ossidazione delle proteine e quindi al danno biologico. 
Inoltre, mentre nei confronti del danno ossidativo degli acidi nucleici esistono efficienti 
meccanismi riparatori di inserzione/delezione, la riparazione del danno ossidativo delle 
proteine sembra limitato alla riduzione dei residui aminoacidici contenenti atomi di zolfo 
ossidati. Per esempio la metionina ossidata a metionina solfossido può essere riconvertita 
nella forma ridotta dalla metionina solfossido reduttasi (msrA), proteina largamente 
distribuita nei tessuti animali e nei batteri. Poiché non è stata dimostrata l'esistenza di altri 
sistemi di riparazione, il principale sistema di difesa nei confronti delle proteine ossidate 
da parte dei sistemi biologici consiste nella loro degradazione nei costituenti aminoacidici 
da parte di varie proteasi endogene, come la catepsina c, la calpaina, la tripsina e 
soprattutto il proteasoma 20s la cui attività è controllata da diversi fattori regolatori (come 
l'ubiquitina) o inibitori (proteine cross-linkate). In base a quanto illustrato (vedi Fig.1.9), 
l'accumulo intracellulare di proteine ossidate risulta essere dipendente da un complesso 
equilibrio tra attività proossidanti e antiossidanti, nonché dalla concentrazione e 
dall'attività dei sistemi proteolitici in grado di degradare le forme ossidate delle proteine.  
 
 Modificazioni ossidative delle proteine. 
Le modificazioni covalenti che possono avvenire a livello della struttura primaria di una 
proteina (con conseguenti effetti anche sull'organizzazione della struttura secondaria, 
terziaria e quaternaria) sono strettamente correlate al tipo di specie reattive implicate, e 
quindi alle condizioni ossidative che si vengono a verificare. In presenza dei radicali HO. o 
O2.- (che si possono formare in presenza di radiazioni ionizzanti o di alte concentrazioni di 
perossido di idrogeno e metalli come Cu2+ e Fe2+) si può avere un danno a livello dello 
scheletro della proteina con conseguente idrolisi del legame peptidico [25]. Il meccanismo 
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alla base di questa modificazione ossidativa coinvolge la sottrazione da parte del radicale 
HO. di un atomo di idrogeno in alfa da un qualsiasi residuo aminoacidico lungo la catena 
polipeptidica per formare un derivato radicalico centrato sul carbonio in alfa, seguita 
dall'addizione di O2 che forma un radicale alchil-perossidico. Questo in seguito alla 
reazione con la forma protonata dell'anione superossido (HO2.) può dare origine ad un 
alchil perossido. L'interazione di questa specie con HO2. genera un radicale alcossilico 
della proteina che può a sua volta subire il taglio del legame peptidico o reagire 
ulteriormente con HO2. per dare un derivato idrossilico.  
Oltre allo scheletro della proteina anche le catene laterali dei residui aminoacidici della 
proteina sono potenziali target dei ROS. Per quanto riguarda questo tipo di modificazioni 
ossidative esse dipendono dalle forme radicaliche coinvolte nel processo di ossidazione: in 
presenza di HO., ad esempio le fenilalanine vengono convertite in mono- e diidrossi 
derivati, e le tirosine in 3,4-diidrossifenilalanine (dopa). Gli aminoacidi contenenti zolfo 
(cisteina e metionina) sono tra i più sensibili all'ossidazione da parte della maggior parte 
delle specie reattive dell'ossigeno. In entrambi i casi, sia per quanto riguarda la formazione 
di ponti disolfuro da parte delle cisteine, che di metionina solfossido da parte delle 
metionine, tali modificazioni ossidative possono essere riparate da enzimi quali le tiolo-
transferasi e la già citata metionina solfossido reduttasi. I residui di lisina, arginina, prolina 
e treonina sono particolarmente sensibili all'ossidazione catalizzata dai metalli, dando 
come prodotto la formazione di derivati carbonilici. Inoltre gruppi carbonilici si formano 
in seguito alla rottura del legame peptidico descritto sopra. Un’ ulteriore importante via di 
formazione di gruppi carbonilici, da parte di catene laterali aminoacidiche, è la serie di 
reazioni secondarie che possono avere luogo con i prodotti dell'ossidazione dei lipidi (per 
esempio il 4-idrossi-2-nonenale (HNE)). In questo caso la reazione di HNE con i residui di 
lisina, istidina e gruppi sulfidrilici porta alla formazione di derivati che posseggono un 
gruppo aldeidico. Poiché la formazione di derivati carbonilici delle catene laterali di 
residui aminoacidici delle proteine rappresenta uno dei più consistenti fenomeni ossidativi 
mediati da specie reattive dell'ossigeno, spesso la determinazione del contenuto di gruppi 
carbonilici delle proteine è considerata una misura largamente accettata, del danno 
prodotto in condizioni di stress ossidativo, di invecchiamento o di disfunzioni fisiologiche. 
In aggiunta alle forme reattive dell'ossigeno presentate sopra, le proteine sono altamente 
suscettibili di modificazioni ossidative da parte del perossinitrito (ONOO-), che viene 
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prodotto dalla reazione dell'ossido nitrico con l'anione superossido. In particolare, è stato 
dimostrato che il perossinitrito è in grado di nitrosare i gruppi sulfidrilici delle cisteine, 
nitrare le tirosine e i triptofani, ed ossidare le metionine a metionina solfossido. Il 
perossinitrito può esercitare la sua funzione ossidativa sia da solo che in presenza di CO2, 
con cui reagisce rapidamente per formare l'anione nitrosocarbonato (O2NOCO2-) 
particolarmente reattivo nei confronti dei residui di tirosina. I meccanismi di ossidazione di 
questa importante specie reattiva dell'ossigeno sono meglio descritti nel successivo 
paragrafo. 
 
Chimica ossidativa dell'ossido nitrico: il ruolo del perossinitrito 
L'ossido nitrico é prodotto "in vivo" dall'enzima ossido nitrico sintetasi e probabilmente 
anche da processi non enzimatici, quali la decomposizione del nitrito a bassi valori di pH, 
come quello che si rinviene nello stomaco e nelle cellule fagocitiche. L'ossido nitrico ha un 
fondamentale ruolo fisiologico, ma la sua iperproduzione é stata associata a molte 
condizioni patologiche. 
La reazione del radicale .NO col radicale superossido O2.- porta alla formazione del 
perossinitrito: 
 
.NO + O2.- →  -OONO 
 
La formazione del perossinitrito "in vivo" trasforma i due radicali liberi  .NO e O2.-  in 
una specie fortemente reattiva [26]. 
La costante di formazione del perossinitrito é del primo ordine rispetto alle concentrazioni 
di .NO e O2.-  : 
 
d[-OONO]
dt
= k [• NO] [O2•−] 
 
La reattività del perossinitrito deve essere interpretata in termini di tre specie reattive 
esistenti: HOONO*, HOONO e -OONO.  
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L'ossidazione del perossinitrito può essere mediata da una forma attivata dell'acido 
HOONO*, che insieme alla sua base coniugata -OONO, funge da agente ossidante;  in più 
la base coniugata è un ottimo nucleofilo. 
L'ossidazione mediata dal perossinitrito é qui di seguito descritta nella Fig.1.10: 
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Fig. 1.10 Classi di reazione del perossinitrito. La classificazione é in accordo alla forma di perossinitrito che 
da’ origine alla reazione; Classe 1: HOONO*; Classe 2: -OONO; Classe 3: HOONO. (Abbreviazioni, 1-ET: 
trasferimento di un elettrone; T: target biologico; SN2: sostituzione nucleofila bimolecolare). 
 
Le reazioni mediate dalla forma attivata del perossinitrito seguono una cinetica di ordine 
zero rispetto ai biotarget ossidati, poiché lo stadio lento che determina la velocità di 
reazione é la conversione di HOONO a HOONO* (Fig.1.10 e 1.11). 
  
HOONO              H   +  -OONO
HOONO              HOONO*   ( lent a)
HOONO*  +  CH3-S-CH2CH2R                             CH3-S-CH2CH2R  +  NO2  +  OH-
CH3-S-CH2CH2R                        CH2=CH2  +  O.5 CH3SSCH3
Ka
+
.+ .
.+
 
Fig. 1.11 Produzione dell'etilene da composti tiometilici mediante reazione con HOONO*. 
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La reazione dell'HOONO* é una caratteristica ossidazione che comporta il trasferimento di 
un elettrone; in figura 1.10 vediamo come sia tiometileteri, sia aminoacidi quali metionina, 
reagiscono con HOONO* formando etilene in una tipica ossidazione con trasferimento di 
un elettrone. La rezione mediata da HOONO* procede abbastanza lentamente a causa della 
sua costante di formazione che é di 0.9 sec-1 a pH 7.4 e a 37°C, praticamente pari alla 
velocità di decadimento spontaneo del perossinitrito. Questo suggerisce che la reazione 
mediata da HOONO* non ha un'importanza biologica in vivo. 
 
Gli stati fondamentali HOONO e -OONO      
Le reazioni mediate dallo stato fondamentale HOONO e/o -OONO (reazioni classe 2 e 3 in 
Fig.1.10) sono indicate come ossidazioni dirette e procedono ad una velocità che dipende 
dalla reattività e dalla concentrazione dei biotarget (si noti il contrasto con le reazioni 
mediate da HOONO* che sono indicate come ossidazioni indirette e che non dipendono 
dalla concentrazione dei biotarget). Molte reazioni dei biotarget con HOONO e/o -OONO 
sono più veloci rispetto alle reazioni con HOONO* con gli stessi biotarget a causa della 
lenta conversione di HOONO in HOONO*. Si ha che il prodotto della costante cinetica di 
reazione mediata da HOONO e -OONO per la concentrazione dei biotarget é superiore a 
0.9 sec-1 (la costante cinetica k determinata a pH=7.4 e a 37°C). 
L'ossidazione diretta dei substrati aumenta il netto trasferimento di atomi di ossigeno, 
come ad esempio nell'ossidazione diretta di metionine otterremmo solfossi metionine 
(come é descritto nella reazione generalizzata in Fig.1.10). 
Tioli (RSH) sono ossidati a disolfuri (RSSR) con l'intervento di intermedi quali R·, RSOH, 
RSONO. Le reazioni mediate da HOONO sono più veloci rispetto a quelle mediate dalla 
sua base coniugata -OONO a pH fisiologico e spesso le reazioni di -OONO non vengono 
incluse nella cinetica globale del perossinitrito. Un' eccezione é la reazione con CO2 che 
reagisce esclusivamente con -OONO e verrà discussa successivamente. 
Oltre alla CO2 anche i tioli (RSH) reagiscono preferenzialmente con -OONO rispetto ad 
HOONO. Tuttavia l'analisi cinetica e il profilo del pH della reazione del perrossinitrito con 
i tioli potrebbe coinvolgere sia la coppia reattiva RSH/-OONO sia RS-/HOONO. 
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Reazioni del perossinitrito con CO2 
La reazione del perossinitrito con CO2, generalmente, ha una importanza dominante. Lo 
ione carbonato (CO3=) insieme al bicarbonato (HCO3-) é il più importante sistema 
tampone biologico nei fluidi biologici, inoltre le forme di vita aerobiche dipendono dallo 
scambio CO2 /O2. La reazione tra perossinitrito e CO2 è veloce e coinvolge la formazione 
di intermedi reattivi nitranti molto più efficienti sia dello stesso perossinitrito sia 
dell'ossido nitrico. Inoltre la velocità della reazione con CO2 nei sistemi biologici è più 
veloce rispetto alla decomposizione non catalizzata del perossinitrito. Questo comporta che 
molte delle reazioni del perossinitrito in vivo sono più facilmente mediate da intermedi 
reattivi derivati dalla reazione di -OONO con  CO2  rispetto al perossinitrito stesso. La 
reazione del perossinitrito con tampone bicarbonato fu per la prima volta studiata da Keith 
e Powell [27] nel 1969 ed é oggigiorno riconosciuto che la reazione coinvolge -OONO e 
CO2 acquosa. In conclusione l'alta reattività di -OONO nei confronti di CO2 acquosa 
(k=5.8•104 M1- sec-1), insieme con l'alta concentrazione biologica di CO2 (1mM di CO2), 
fa sì che la reazione di -OONO con CO2 sia una reazione prevalente del perossinitrito. 
Quindi i biotarget reagiscono direttamente con perossinitrito o con intermedi reattivi 
derivanti dalla reazione del perossinitrito con CO2 (reazioni classe 2 in Fig.1.10). 
Il meccanismo della reazione del perossinitrito con CO2 ha alcune caratteristiche precise: 
inanzitutto la reazione é molto veloce e coinvolge la base -OONO e non HOONO. 
Contrariamente alla reazione del perossinitrito con i tioli, dove esiste una ambiguità 
riguardo alle specie reagenti, nella reazione con CO2 é possibile identificare le specie 
reattive -OONO/CO2. Questo può essere valutato perché la CO2 si forma molto 
lentamente da HCO3-  e ciò permette una distinzione cinetica tra CO2 e HCO3- e 
l'dentificazione della specie reattiva -OONO/CO2 scartando perciò la specie 
HOONO/HCO3- [28, 29]. Secondariamente, CO2 é rapidamente rigenerata dopo la 
reazione con -OONO ed agisce come un vero e proprio catalizzatore in accordo con la 
reazione descritta in EQ.1:  
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  CO2  + -OONO                      [INTERMEDI]                       CO2  +  NO3-(1)
VELOCE
 
 
Inoltre la reazione di -OONO con CO2 produce intermedi ossidanti e nitranti. La reazione 
procede con la formazione del primo intermedio, il nitrosoperossicarbonato (specie 1), 
descritto in EQ.2, in cui abbiamo l'addizione di un nucleofilo al carbonio carbonilico: 
C
O
O
ONOO-
C
O
O-
ONOO
1
(2)
 
Non si registra la presenza di specie intermedie durante la formazione del 
nitrosoperossicarbonato. Ciò viene suggerito quando la reazione viene seguita osservando 
la variazione in assorbanza del perossinitrito e si registra una singola curva di decadimento 
esponenziale. Se si formassero specie transienti, a causa del loro assorbimento, si potrebbe 
registrare una  complessa curva di decadimento. 
La formazione dell'intermedio nitrosoperossicarbonato dalla reazione di -OONO con CO2 
fu per primo suggerita da Radi [30], che verificò come il perossinitrito induca una 
chemiluminescenza che viene abbondantemente aumentata dal bicarbonato. Inoltre é stato 
riscontrato come la presenza di bicarbonato incrementi la nitrazione di composti aromatici 
attraverso il perossinitrito. Infatti la nitrazione di tirosine libere e di residui di tirosina 
proteici é spesso usata come una prova dell'attività del perossinitrito. 
 
 Meccanismo di nitrazione non radicalico 
Le reazioni di nitrazione classiche sono attribuite a NO2+ e all'intermedio 1 di Fig.1.12 il 
quale attraverso una rottura eterolitica  del legame O-O forma le specie NO2+ e CO3=. 
Tuttavia NO2+ reagisce con acqua per formare l'acido nitrico, perciò il tempo di vita di 
NO2+ a pH fisiologico é troppo basso per spiegare le reazioni che sono state osservate. 
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Cioé NO2+ dovrebbe reagire con acqua molto più velocemente rispetto alla reazione con 
l'aminoacido tirosina almeno fino ad una concentrazione di tirosina 5 mM (Fig.1.12): 
ONO  OCO2 NO2+  +   CO3
NO2+
H20
S NITRAZIONE
NO3  +  2H
1
S= substrati aromatici
-
-
=
+
Fig.1.12 Analisi della partecipazione di NO2+  nelle nitrazioni mediate da perossinitrito. 
 
Inoltre dall'eterolisi dell'intermedio 1 si ha la formazione di NO2+ e CO3=,  e poiché la 
produzione di CO2 da CO3=  é lenta, il meccanismo eterolitico in Fig.1.12 non riesce a 
spiegare il ruolo catalitico della CO2 nella reazione di -OONO con CO2.  
Dunque i carriers di NO2+ (come i nitrati acilici RCOONO2) hanno un ruolo 
fondamentale nelle nitrazioni in quanto estendono il tempo di vita di NO2+ stesso. Un 
carrier di NO2+ potrebbe essere prodotto in base all'equilibrio conformazionale descritto 
in EQ.3 dove l'intermedio 1 riarrangia per formare il nitrocarbonato (intermedio 2). Il 
nitrocarbonato ha un tempo di vita sufficiente per dare la nitrazione come descritto in 
EQ.4. In assenza di substrati reattivi, l'intermedio 2 si decompone facilmente per dare lo 
ione nitrato e CO2 (EQ.5). 
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Sebbene un meccanismo che coinvolge l'intermedio 2 può spiegare le osservazioni 
sperimentali, si é potuto valutare come tale intermedio sia instabile a processi omolitici e si 
trovi ad un basso livello come agente nitrante. L'intermedio 2 può essere stabilizzato dalla 
protonazione di uno degli ossigeni carbonilici, che comporta la formazione di un legame 
idrogeno intramolecolare che stabilizza la specie 2' da scissioni omolitiche, come descritto 
in EQ.6. 
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Una prima conferma del ruolo svolto dall'intermedio 2 o 2' come agente nitrante nella 
decomposizione del perossinitrito CO2-catalizzata si ha nella resa, non quantitativa, della 
nitrazione  di substrati fenolici. Un meccanismo di reazione descritto dalle equazioni 4, 5, 
e 6 ci indicano come una resa quantitativa si ottiene solamente  ad alte concentrazioni di 
composti fenolici. 
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Meccanismo di nitrazione radicalico 
Le rese non quantitative discusse sopra possono essere spiegate in modo soddisfacente 
mediante un classico meccanismo radicalico che coinvolge le gabbie di solvente. Nel 
meccanismo a gabbia, i due radicali formati da un iniziatore vengono circondati da 
molecole di solvente. C'é, tuttavia, un'importante limitazione nell'uso di questo approccio: 
la dinamica delle gabbie radicaliche non é stata studiata quando il solvente é l'acqua, 
perciò dobbiamo assumere che tale processo in acqua sia simile a quello che avviene nei 
solventi organici. Il tempo di vita delle gabbie radicaliche, in solventi organici, sono 
nell'ordine di 10-100 volte la durata di una vibrazione molecolare (circa 10-12 s) e possono 
essere intercettate da delle "trappole" (scavengers) presenti in una concentrazione di 1-10 
mM . Tutti i processi originati da radicali ingabbiati potrebbero, tuttavia, essere insensibili 
agli scavengers, e la diretta formazione di stabili prodotti radicalici può spiegare la resa 
non quantitativa della reazione (Fig.1.13). 
 
A - B A B[ ]
PRODOTTI CAGE
A     B
SCAVENGER
RADICALI LIBERI
RADICALI
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. .
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Fig. 1.13 Un meccanismo radicalico per l'omolisi di molecole A-B in soluzione. La molecola A-B puo' 
essere rotta omoliticamente per dare i radicali ingabbiati A. e B.. I radicali intrappolati possono dare i 
radicali liberi A. e B. che subiscono ulteriori reazioni, o dare altri prodotti ingabbiati, o riformare A-B. 
 
Se avviene l'omolisi dell'intermedio 1, si ha la formazione dei radicali ingabbiati .NO2 e 
CO3.-. Questi potrebbero dare origine a prodotti radicalici ingabbiati che non sono 
sensibili a substrati e scavengers (Fig.1.13). Simultaneamente per diffusione si  potrebbero 
originare i radicali liberi NO2. e CO3.- che partecipano ad una serie di reazioni quali: 
dimerizzazioni, ossidazioni, nitrazioni, trasferimenti di O.- , come descritto in Fig.1.14 .  
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Fig. 1.14 Un meccanismo radicalico per la decomposizione del nitrosoperossicarbonato. 
 
Le reazioni di dimerizzazione che coinvolgono i radicali  .NO2 e CO3.- sono relativamente  
lente rispetto alla reazione di accoppiamento tra .NO2 e CO3.-, la quale ha una costante 
cinetica di 1•109 M-1 s-1. Infatti le costanti cinetiche di dimerizzazione  di  .NO2 e CO3.- 
in acqua sono  rispettivamente :2•108 M-1 s-1 e 2•107 M-1 s-1. Perciò, la dimerizzazione 
di .NO2, seguita da idrolisi, non può competere con il trasferimento di O.- tra i radicali 
.NO2 e CO3.- per dare NO3- e CO2. In modo analogo, la dimerizzazione di CO3.- 
radicale, seguita da idrolisi, dovrebbe portare alla formazione di 0.5 equivalenti  di H2O2 , 
e si é visto come H2O2 non si formi spontaneamente dalla decomposizione di 
perossinitrito CO2-catalizzata. Quindi, in definitiva, in assenza di substrati reattivi, i 
radicali liberi .NO2 e CO3.- ricombinano per riformare la "gabbia" di partenza. In presenza 
di substrati reattivi, come ad esempio composti fenolici, i radicali liberi possono ossidare il 
substrato per dare il corrispondente radicale fenolico. (A pH fisiologico CO3.- é un 
ossidante più veloce, nei confronti di substrati fenolici, rispetto a .NO2). Il radicale 
fenolico può successivamente reagire con .NO2 per dare il prodotto nitrato come descritto 
in Fig. 1.15. La delocalizzazione dell'elettrone spaiato, del radicale fenolico, all'interno 
dell'anello aromatico fa sì che l'accoppiamento radicalico possa avvenire sia al livello 
dell'atomo di ossigeno che dell'atomo di carbonio. Ciò porta alla formazione sia dell' 
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ORTO-nitrofenolo, che del PARA-nitrofenolo, che dell'O-nitrofenolo. Quest'ultimo viene 
idrolizzato facilmente per riformare il fenolo (Fig. 1.15). La densità di spin calcolata nelle 
diverse posizioni del radicale fenossi, correlata col rapporto di nitrazione in orto e para, 
conferma il coinvolgimento del radicale fenossi nella reazione di nitrazione. La densità di 
spin calcolata nell'atomo di ossigeno del radicale fenossi é del 13%; questo implicherebbe 
la formazione del 13% di O-nitrofenolo instabile all'idrolisi, e questo spiegherebbe il 
perché non si ottiene una resa quantitativa di prodotti aromatici nitrati stabili. 
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Fig. 1.15 Reazione dei radicali liberi .NO2 e CO3.-. Tred e Tox rappresentano molecole biologiche nei 
rispettivi stati ridotti e ossidati. 
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Flavonoidi 
 
Classi di flavonoidi nel mondo vegetale 
I flavonoidi costituiscono un’ampia classe di composti distribuiti nel regno vegetale che 
esplicano svariate attività biochimiche [31], farmacologiche [31, 32] ed ecologiche [33]. 
Nel mondo vegetale i polifenoli sono composti ubiquitari e fondamentali nella fisiologia 
della pianta, contribuendo alla resistenza nei confronti di microrganismi e insetti, alla 
pigmentazione e alle caratteristiche organolettiche. È noto infatti che frutta e vegetali 
necessitano di una molteplicità di composti per preservare la loro integrità dovuta alla 
continua esposizione a tensioni ambientali, compresi i raggi UV e le alte temperature. 
Questi fattori stimolano la sintesi di composti protettivi come le antocianine; proprio per la 
particolare combinazione di calore e luce ne sono ad esempio particolarmente ricchi 
vegetali e frutta tipici dell’area mediterranea. In letteratura sono ampiamente documentate 
le loro capacità antiossidanti che si estrinsecano attraverso la protezione di molecole 
biologiche diverse nei confronti dei danni ossidativi indotti dai radicali liberi e nella loro 
capacità di prevenire la formazione di specie reattive dell’ossigeno [34].  
Il termine polifenoli include parecchie classi di composti con una struttura chimica comune 
rappresentata dal nucleo 2-fenil-benzo-gamma-pirone, o flavano, formato da un anello 
benzenico A condensato ad un eterociclo piranoside C. Quest’ultimo è legato medianate un 
terzo anello aromatico B (Fig. 1.16).  
 
 
Fig. 1.16 Struttura base del flavano con i vari sostituenti (R). 
 
A seconda della presenza o meno di un gruppo ossidrile sull’anello piranoside, si 
distinguono rispettivamente i 3-idrossiflavonoidi (flavonoli, antocianidine, flavan-3,4-
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dioli, flavan-3-oli) ed i 3-desossiflavonoidi (flavanoni e flavoni). I flavan-3-oli (es. 
catechine presenti nel Tè verde, uva rossa, frutti mediterranei come albicocche etc.) e i 
flavan-3,4-dioli (es. leucoantociani presenti nel vino rosso) non possiedono insaturazioni 
all’interno dell’anello eterociclico centrale. Se nell’anello centrale è presente un gruppo 
carbonilico in posizione 4 avremo lo scheletro base costituito dal flavanone (es. esperidina 
presente negli agrumi) che si suddivide nelle sottoclassi di flavonon-3-oli o flavonoli (es. 
quercetina presente nella cipolla, broccoli, mirtillo e frutta pigmentata in genere) con 
un’insaturazione nella posizione 2-3 e i flavoni (es. luteolina presente nel prezzemolo, 
sedano, foglie verdi aromatizzate, buccia di frutti citrici etc.) che si differenziano rispetto 
ai precedenti per l’assenza di un ossidrile in posizione 3.  
Le antocianidine, invece, sono flavonoidi con la struttura molecolare del flavano che 
presenta nell’anello centrale due insaturazioni; il colore rosa, rosso, malva, violetto e blu di 
fiori, frutta e verdura è dovuto alla presenza di questo flavonoide che a seconda del valore 
di pH e dei vari sostituenti assorbe a varie lunghezze d’onda nello spettro del visibile. I 
costituenti fenolici delle piante includono, inoltre, gli acidi fenolici (derivati degli acidi 
cinnamico e benzoico) e i “tannini condensati” costituiti da dimeri, trimeri, oligomeri di 
flavonoidi.  Questi flavonoidi polimerici sono noti come proantocianidine se contengono 
unità base di catechine, leucoantocianine e antocianine. Gli oligomeri possono contenere 
fino a circa dieci unità di flavonoidi monomerici, per un peso molecolare compreso tra 500 
e 3000 Da. I flavonoidi sono presenti frequentemente in forma glicosilata; per esempio la 
quercetina può esser legata al ramnosio (quercetrina) o al rutinoside (rutina) come 3-O-
glicosidi. Altri sostituenti (metilici, acetili, ecc.), ne determinano tanto la varibilità 
biologica, quanto l’azione. I polifenoli costituiscono i principi attivi di molte piante 
medicinali e i meccanismi d’azione responsabili della loro attività farmacologica non sono 
ancora completamente conosciuti. Generalmente influenzano la qualità, l’accettabilità e la 
stabilità dell’alimento agendo come aromatizzanti, coloranti e antiossidanti. Si stima che 
l’assunzione media giornaliera della popolazione occidentale con la dieta sia di circa 1 g 
[93]. La distribuzione e la quantità dei flavonoidi consumati quotidianamente includono: 
54 mg dai cereali; 79 mg dalle patate, dai tuberi e dalle radici; 45 mg dalle arachidi, dalle 
noci e dalle nocciole; 162 mg da vegetali ed erbe. Le pricipali sorgenti di flavonoidi sono 
cacao, cola, caffè, tè, birra e vino (420 mg/giorno) con addizionali 290 mg/giorno da frutta 
e succhi. La frazione commestibile di alcune derrate alimentari presenta una 
concentrazione insolitamente alta di quercetina. In alcuni studi sono stati esaminati 
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campioni idrolizzati di numerosi frutti e vegetali in base al contenuto polifenolico e la 
quercetina e risultata la più abbondante nelle cipolle (284-486 mg/kg), cavoli (110 mg/kg), 
fagiolini (32-45 mg/kg), broccoli (30 mg/kg), lattuga (15 mg/kg) e pomodori (8 mg/kg). 
Tra i frutti presi in esame, la quercetina ha presentato una concentrazione media di 15 
mg/kg. In uno studio analogo, si è ricercato il contenuto in quercetina di infusi di tè, succhi 
di frutta e vini. La concetrazione della quercetina in bevande come birra, caffè e latte al 
cioccolato e vino bianco sono risultate inferioni ad 1 mg/l. D’altra parte, la concentrazione 
di quercetina nel vino rosso varia tra 4 e 16 mg/l, mentre nel succo d’uva tra 7 e 9 mg/l. 
Succhi di frutta diversi da limone e pomodoro (rispettivamente 7 e 13 mg/l) possiedono un 
contenuto inferiore a 5 mg/l. Le infusioni di Tè presentano il maggior contenuto in 
quercetina variando tra 10 e 25 mg/l.  
Le foglie del Tè sono state ampiamente caratterizzate negli ultimi anni in quanto contiene 
un’enorme quantità di sostanze fenoliche. Le tipologie di Tè derivati dalla pianta della 
Camellia sinensis possono essere suddivisi in tre gruppi: fermentati (Tè nero), tardo 
fermentati e non fermentati (Tè verde). Il processo di fermentazione coinvolge 
l’imbrunimento enzimatico di composti polifenolici, mentre il processo di produzione del 
Tè verde prevede l’inattivazione termica degli enzimi coinvolti nell’ossidazione dei 
composti fenolici. Le catechine monomeriche sono i componenti principali del Tè verde e 
possono essere contenute per il 30% del peso secco delle foglie verdi della pianta: sono 
composti che hanno elevate capacità scavenger di radicali liberi [35], proprietà 
antimutagene [36] e un effetto preventivo contro l’ipertensione [37]. In Figura 1.17 sono 
evidenziate le strutture di catechine, epicatechine ed i loro derivati gallici insieme all’acido 
gallico e l’acido ellagico che sono i composti fenolici maggiormente presenti nel mondo 
vegetale. 
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Fig. 1.17  Classi di catechine e composto fenolici presenti nel Tè verde non fermentato. Il prefisso Epi- si 
riferisce alla configurazione ottica nella posizione 3 del sistema ciclico flavonoide. Il prefiso Gallo- indica 
che tre ossidrili sono legati ad altrettanti carboni adiacenti sull’anello benzenico B. Sia l’epigallocatechina 
che l’epigallocatechinagallato presenta un acido gallico esterificato in posizione 3. 
 
Effetti biologici 
L’interesse scientifico e farmacologico per la classe dei bioflavonoidi è giustificato dalla 
constatazione dell’enorme varietà di funzioni specializzate e di effetti che tali composti possono 
esercitare su targets cellulari (Tabella 1.2). 
 
Tab. 1.2  Attività biologiche dei flavonoidi 
Azione Antiischemica / Antitrombotica 
Azione Antiinfiammatoria 
Azione Immunomodulante 
Azione Antivirale 
Azione Antiepatotossica 
Azione Antigonadotropica 
Azione Antiosteoporotica 
Azione Antitumorale 
 
Sono state riportate numerose evidenze relative all’azione anti-ischemica/antitrombotica 
dei flavonoidi in vitro ed in vivo. Flavonoidi come la genisteina sono in grado di bloccare 
in vitro l’aggregazione piastrinica indotta dal PAF (fattore di attivazione piastrinico) [38], 
dal collagene [39] e dalla trombina [40]. Le attività anti-infiammatoria, anti allergica ed 
analgesica dei flavonoidi sono il risultato della azione su vari tipi cellulari ed in varie fasi 
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dei processi biologici che convergono nella liberazione dei mediatori chimici della flogosi. 
Un evento importante nell’avvio e nella amplificazione dei processi infiammatori ed 
allergici è costituito dalla liberazione di enzimi lisosomiali e di mediatori della flogosi 
(istamina) da parte dei basofili e dei mastociti. L’attività immunomodulante dei flavonoidi 
è conseguenza dell’inibizione di alcune fasi della risposta immunitaria come la 
proliferazione linfocitaria indotta da mitogeni, la reazione immunitaria mista, l’attività dei 
linfociti citotossici [41], la soppressione della secrezione di immunoglobuline nei linfociti 
B [42]. D’altra parte, utilizzando diversi sistemi sperimentali, i flavonoidi sembrano 
esplicare un’azione di stimolo della risposta immunitaria. Queste considerazioni in parte 
discordanti sono motivate dalle scarse conoscenze sui possibili meccanismi intracellulari 
che sono alla base degli effetti biologici osservati.  
I target dell’azione antivirale dei flavonoidi sono attualmente abbastanza chiari: è stato 
infatti mostrato come i flavonoidi inibiscano l’attività della DNA polimerasi I e della 
trascrittasi inversa del virus della leucemia murina [43]. Interessanti sono anche le 
potenzialità inibitorie di tali composti verso le proteinasi del virus HIV1 e le capacità di 
legare irreversibilmente la proteina GP120 inattivando la capacità infettiva di HIV1 e 
HIV2 [44].  
L’attività antiepatotossica dei flavonoidi è ampiamente accertata: numerose sono infatti le 
evidenze relative all’effetto preventivo sull’epatotossicità di veleni quali il tetracloruro di 
carbonio, la α-amanitina, la falloidina e la fenilidrazina [45]. Si ritiene che il meccanismo 
preferenziale sia rappresentato dalla prevenzione delle perossidazioni lipidiche tramite la 
protezione nei confronti dei radicali ossidrilici e perossilici [46]. Per quanto riguarda 
l’attività antiosteoporotica, notevole è l’attività di antiriassorbimento osseo dell’isoflavone 
ipriflavone, la cui azione consiste principalmente nell’inibizione dell’attività degli 
osteoclasti, che ne rallenta la crescita accumulando così calcio libero intracellulare e 
stimolando la crescita e differenziazione degli osteoblasti, la sintesi delle proteine di 
membrana e del collagene [47].  
Una delle funzioni più interessanti dei flavonoidi è la potenziale azione antitumorale. 
Numerose osservazioni sono riportate riguardo alla capacità della quercetina di bloccare 
l’induzione, promossa da agenti promotori, di alcuni parametri biochimici tumorali, quali 
l’incorporazione di fosforo nei fosfolipidi, e di inibire la comparsa di tumori in modelli 
classici di carcinogenesi [48].  
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Un ulteriore aspetto di notevole interesse è costituito dal coinvolgimento dei bioflavonoidi 
nell’ambito del metabolismo ossidativo. Le reazioni redox ricoprono un ruolo cruciale in 
moltissimi processi biologici e possono rappresentare la chiave interpretativa dell’attività 
dei flavonoidi. Esiste attualmente un crescente interesse nei confronti di sostanze ad 
attività protettiva nei confronti di agenti ossidanti quali i radicali liberi [49]. 
I flavonoidi stanno assumendo un ruolo sempre più consistente come scavenger di radicali 
liberi. Recenti studi sul meccanismo antiossidante hanno mostrato che molti fattori 
influenzano la capacità antiradicalica, come la presenza e la disposizione di gruppi OH, le 
proprietà dei gruppi sostituenti e la formazione del legame idrogeno. La caratteristica che 
rappresenta principalmente la capacità antiossidante è la forza del legame O-H: più è 
debole questo legame, maggiormente è attivo l’antiossidante [50, 51, 52].  
Recentemente, l’interesse scientifico si è fortemente rivolto verso lo studio delle attività 
dei flavonoidi soprattutto quali ligandi/effettori di numerose macromolecole [53, 54].  
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 Tecniche sperimentali 
 
Calorimetria a scansione differenziale (DSC) 
La calorimetria a scansione differenziale misura la capacità termica molare apparente di 
una macromolecola in funzione della temperatura. Dalla misura della capacità termica è 
quindi possibile ottenere tutti i parametri termodinamici associati ad una transizione 
indotta dalla temperatura: variazione di entalpia (ΔH), variazione di entropia (ΔS) e 
variazione di capacità termica (ΔCp). Applicando inoltre un'analisi termodinamico-
statistica di queste grandezze è possibile ricavare la funzione di partizione dell'equilibrio di 
folding/unfolding ed ottenere informazioni sulla popolazione di stati intermedi.  
 
La funzione capacità termica d'eccesso 
Quando una proteina subisce una transizione strutturale la funzione capacità termica 
esibisce un picco caratteristico, centrato attorno a una temperatura Tm definita come la 
temperatura di transizione. In queste particolari condizioni la funzione capacità termica 
subisce una variazione piuttosto repentina, risultato del contributo di tutti gli stati che 
vengono popolati durante la transizione, nonché del contributo in eccesso dovuto alle 
fluttuazioni entalpiche intorno alla temperatura di transizione [55].  
La quantità sperimentale più importante per un'analisi termodinamica dell'unfolding 
termico di una proteina è la funzione capacità termica in eccesso <ΔCp>. Essa si ottiene 
sottraendo alla funzione capacità termica assoluta la capacità termica dello stato nativo: 
 
<ΔCp> = Cp - Cp,n  
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Fig.1.18 La funzione capacità termica molare (Cp), alla quale va sottratta la funzione capacità termica dello stato nativo 
(Cp,n). 
 
L'operazione di sottrazione della capacità termica dello stato nativo implica 
l'estrapolazione di Cp,n fino a regioni di temperatura in cui lo stato nativo non è più 
significativamente popolato; ciò introduce un errore sistematico nella determinazione di 
<ΔCp>, e quindi deve essere posta molta cura nel cercare di minimizzare tale errore. Il 
metodo migliore consiste nel registrare varie scansioni calorimetriche in diverse condizioni 
sperimentali in modo da variare Tm, e così avere una definizione di Cp,n su un più vasto 
range di temperature. La sottrazione della capacità termica dello stato nativo alla funzione 
capacità termica misurata, implica la scelta dello stato nativo come stato di riferimento. 
 
La funzione entalpia media in eccesso 
Una importante quantità ricavabile calorimetricamente che è direttamente collegata alla 
capacità termica in eccesso, e che risulta particolarmente utile per l'applicazione 
dell'analisi termodinamico-statistica, è l'entalpia media in eccesso <ΔH>. Essa è data dalla 
somma dei valori entalpici di tutti gli stati che diventano popolati durante la transizione: 
< ΔH >= ΔH i
i= 0
n∑  
dove Pi è la popolazione dello stato i-esimo e ΔHi la sua entalpia rispetto allo stato di 
riferimento. 
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Poiché la capacità termica è la derivata dell'entalpia rispetto alla temperatura a pressione 
costante, si ha: 
< ΔCp >= ΔHi ⋅ (δPi / δT) + Pi ⋅ ΔCp,i =
i =1
n∑
i=1
n∑
=< ΔCp,tr > + < ΔCp,bl >
 
Il primo termine della somma a destra <ΔCp,tr> è la funzione capacità termica in eccesso 
di transizione e definisce il caratteristico picco relativo alla transizione che si osserva in 
calorimetria. Essa esprime le fluttuazioni relative dei contributi entalpici attorno alla 
temperatura di transizione. Infatti  essendo: 
Pi = exp(-ΔGi / RT) / exp(-ΔGi / RT)
i= 0
n∑  
derivando Pi rispetto a T si ottiene: 
< ΔCp,tr >= ΔHi ⋅ (δPi / δT)
i =1
n∑ =  
= { [ ΔHi 2 ⋅ exp(-ΔG i / RT) / Q ]- [ ΔHi ⋅ exp(-ΔGi / RT) / Q ]2
i =0
n∑ }
i =0
n∑ RT2 = 
= {< ΔH2 > - < ΔH >2} / RT2  
Quest'ultima equazione rappresenta appunto le fluttuazioni di entalpia intorno al valore 
medio, ossia attorno all'entalpia misurata a Tm. Il secondo termine della funzione capacità 
termica in eccesso <ΔCp,bl> definisce lo shift in linea di base solitamente associato al 
processo di unfolding.  
 
Fig.1.19 La funzione capacità termica in eccesso <ΔCp>. 
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 Dalla capacità termica possono quindi essere calcolati tutti i parametri termodinamici 
relativi alla transizione. Poiché tali parametri sono tutti funzione di stato essi non 
dipendono dalla forma del picco calorimetrico. La variazione di entalpia è data dall'area 
delimitata dalla capacità termica in eccesso di transizione: 
ΔH = < ΔCp,tr > dT
T0
Tf∫  
in cui T0 e Tf rappresentano le temperature alla quali inizia e finisce la transizione. La 
variazione di entropia a sua volta viene determinata dall'integrale: 
ΔS = < ΔCp, tr > dlnT
T0
Tf∫  
E' opportuno far presente che i valori di variazione di entalpia e di entropia, ottenuti dagli 
integrali riportati sopra, si riferiscono alla temperatura di transizione Tm; essi sono quindi 
uguali a ΔH(Tm) e ΔS(Tm). In pratica la sottrazione di <ΔCp,bl> dalla funzione capacità 
termica in eccesso non è di ovvia soluzione: essa può essere ottenuta graficamente dalla 
linea di base formata dall'intersezione della verticale passante per Tm e le rette estrapolate 
dalla funzione capacità termica all'inizio ed alla fine della transizione. Oppure essa può 
essere ricavata matematicamente, definendo la sua forma dall'integrale normalizzato della 
funzione capacità termica.  
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 2. PARTE SPERIMENTALE 
 
Materiali  
Il mutante SE-DHFR è stato espresso e purificato nel laboratorio del  Dr. C. R. Matthews 
(The Pensylvania State University, Pensylvania, USA). L’attività specifica del mutante 
SE-DHFR è 48.87 unità mg-1 at 20 °C and pH 7.0. Il wild-type DHFR è stato purificato nel 
nostro laboratorio a partire dallo strain AG-1 (Stratagene) da E. Coli contenente il 
plasmide pWT1-3, gentilmente fornito dal Dr. C. R. Matthews. L’attività specifica  del  
wt-DHFR è di  5.5 unità mg-1 at 20 °C e pH 7.0. Il mutante SE-DHFR and la wt-DHFR, 
sono stati mantenuti in solfato d’ammonio e, prima di ogni esperimento, sono stati 
dializzati contro 4 L di tampone fosfato 50 mM, 0.2 mM EDTA a pH 7.0 per tutta la notte. 
La concentrazione della SE-DHFR e della wt-DHFR sono state determinate 
spettrofotometricamente mediante uno spettrofotometro a doppio raggio Cary 1 
(VARIAN), utilizzando un coefficiente di estinzione molare at 280 nm di 31100 M-1 cm-1 
[10]. La colonna cromatografica Luna C18 4,6x250 5 mm è stata fornita dalla ditta 
Phenomenex. Gli esperimenti in RP-HPLC sono stati effettuati con il sistema 
cromatografico AKTA ottenuto dalla Pharmacia-Amersham (Svezia). Gli esperimenti 
calorimetrici sono stati condotti mediante un calorimetro a scansione differenziale DSC-II 
MODEL 6100 messo in commercio dalla CSC (Calorimetry Sciences Corp.). L’estrazione 
è stata condotta mediante un estrattore ASE (Accellerated Solvent Extraction) della 
Dionex messo a disposizione gentilmente dalla Biophenolix srl di Camerino (MC).  
L’analisi di immunorilevazione è stata effettuata con ECL (Enhanced Chemiluminescence) 
e un sistema di rilevazione di Western Blotting fornito dalla Amersham-Pharmacia-
Biotech. L’anticorpo anti-nitrotirosina è stato fornito dall’Upstate Biotechnology (Lake 
Placid, NY, USA). Gli esperimenti di fluorimetria sono stati condotti usando uno 
spettrofluorimetro GREG 200 della ditta ISS. NADPH, epigallocatechin-gallato, acido 
diidrofolico, acido ascorbico sono stati acquistati dalla ditta Sigma-Aldrich. Il campione di 
Tè essiccato proveniva da agricoltura biologica. 
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Purificazione della  DHFR da Escherichia coli 
La DHFR è stata espressa, utilizzando  l’appropriato plasmide pWt1-3, in cellule di E. coli. 
Il plasmide è stato gentilmente fornito dal Dr. C.R. Matthews (Pensylvania University). Le 
cellule, fatte crescere nel medium LB (Luria Broth:Tryptone, Yeast exctract e NaCl) in 
presenza di Ampicillina, venivano lisate tenendole a - 4 °C per tutta la notte e risospese in 
fosfato di potassio 10 mM, EDTA  0,1 mM, DTE 1 mM, PMSF 0,01 mM a pH 7,0. Dopo 
aver aggiunto lisozima (0,1g), le cellule venivano lasciate riposare per 30 min a 
temperatura ambiente e quindi sonicate 8 volte per 30 secondi. A questo punto venivano 
dapprima centrifugate a 50000 xg per 40 minuti in centrifuga da banco e poi, dopo aver 
aggiunto al sovranatante streptomicina solfato (concentrazione finale pari a 1,9% w/v), 
nuovamente centrifugate a 50000 xg per 30 minuti. Al sovranatante si addizionava 
gradualmente solfato fino ad una concentrazione del 40%. Dopo 30 minuti di agitazione 
veniva effettuata una centrifugazione a 50000 xg per 30 minuti. 
Il sovranatante  veniva applicato ad una colonna di affinità metotrexato-agaroso lavata, per 
gravità, con 1-2 litri di tampone fosfato di potassio 10 mM, EDTA 0,1 mM, a pH 8,0, 
contente KCl 1M. La proteina veniva eluita per gravità usando 500 ml di fosfato di 
potassio 50 mM, EDTA 0,1 mM, a pH 9,0, contenente KCl 1M, DTE 1mM ed acido folico 
3 mM. La velocità di flusso veniva regolata a circa 4 ml/min. In queste condizioni la 
proteina veniva eluita nelle prime frazioni che presentano una colorazione gialla; di queste 
ne vengono collezionati circa 300 ml. 
Le frazioni collezionate venivano dializzate in 4 litri di tampone Tris-HCl 10 mM, EDTA 
1 mM, a pH 7,2. Il tampone di dialisi veniva cambiato ogni 4 -12 ore, almeno per 5 - 6  
volte. La proteina veniva quindi applicata ad una colonna a scambio anionico DEAE-
Sephacel, precedentemente equilibrata con 2 litri di tampone Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 
mM, a pH 7,2, prima ad alta forza ionica (KCl 2 M), poi a bassa forza ionica (no KCl). 
Dopo aver lavato la colonna con 1 litro di Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, a pH 7,2 essa 
veniva eluita utilizzando un gradiente lineare di KCl (da 50 a 300 mM) in Tris-HCl 10 
mM, EDTA 1 mM, a pH 7,2. Le frazioni contenenti la proteina venivano determinate 
controllando l’assorbanza a 280 nm (OD > 0,2). Quelle che mostravano un aumento di 
assorbanza tra 300 e 350 nm venivano scartate, in quanto questa caratteristica poteva 
essere associata alla presenza del folato nei campioni di proteina. Il  pool delle frazioni 
contenenti la proteina priva di folato veniva dializzato in 4 litri di tampone fosfato di 
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potassio 10 mM, EDTA 0,1 mM, a pH 7,8. L’omogeneità della proteina, cosi purificata, 
veniva verificata tramite SDS-PAGE al 15%. 
La proteina omogenea veniva quindi concentrata per ultrafiltrazione su una membrana 
YM10, fino a circa 5 mg/ml e poi si precipitava con solfato d’ammonio ad una saturazione 
del 90%. In queste condizioni la proteina è stabile e può essere conservata a 4 °C. 
Prima di ogni esperimento la DHFR veniva dializzata in 4 litri di tampone fosfato di 
potassio 50 mM a pH 7,3 per tutta la notte, con un cambio di tampone. La concentrazione 
della proteina veniva determinata spettrofotometricamente a 280 nm e calcolata utilizzando 
un coefficiente di estinzione molare pari a 31100 M-1 cm -1
 
Saggi di attività enzimatica 
L’ attività dell’enzima veniva determinata seguendo la diminuzione di assorbanza nel 
tempo (determinata dalla scomparsa di NADPH che ha reagito). La derivata di tale 
diminuzione, misurata a tempo t0, esprime la velocità iniziale della reazione che é un 
indice dell'attività  dell'enzima [56]. Infatti dall' equazione di Henri-Michaelis-Menten ad 
ogni concentrazione di substrato la velocità iniziale è data da: 
v = [S] ⋅ Vmax
K m + [S] =
[S] ⋅ k p ⋅[E]t
Km + [S] =
k p
1+ Km
[S]
⎛ 
⎝ ⎜ 
⎞ 
⎠ 
[E]t  
Per cui la velocità iniziale è direttamente proporzionale alla concentrazione totale di 
enzima. La miscela di reazione conteneva 1440 μl di tampone fosfato di potassio 50 mM, 
0.2 mM EDTA, pH 7.0, 30 μl di NADPH 3.3 mg/ml, 30 μl di H2F 0.0035 M. La soluzione 
veniva termostatata per 5 minuti a 20°C e la variazione di assorbanza veniva quindi 
determinata per aggiunta di 20 μl di 5 μM SE-DHFR o wt-DHFR. Dalla lettura 
dell'assorbanza a 340 nm si determinava la diminuzione della concentrazione di NADPH 
nel tempo in relazione all'attività dell’enzima (come riferimento si utilizzava la soluzione 
tampone). L’errore sperimentale nella misura di attività enzimatica è stato determinato 
ripetendo il saggio spettrofotometrico ogni 10 minuti nell’arco delle 24h.  
 
Preparazione del perossinitrito 
Per valutare l'azione ossidativa del perossinitrito é stato preparato uno stock di HOONO 
mediante un ozonizzatore, che evita la presenza di H2O2 nella soluzione reagente [28]. La 
preparazione del perossinitrito veniva realizzata in soluzione acquosa di sodio azide 0.1 M, 
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cui si aggiungeva  NaOH 0.1 M per ottenere un pH di 12, posta sul fondo dell'ozonizzatore 
dove andava a gorgogliare l'O3 prodotto. L'apparecchio veniva regolato a 200 mg di O3/h 
in modo tale che l'O2, immesso ad un flusso di 300 ml/min, produceva O3 che era costretto 
a gorgogliare nella soluzione di NaN3. Quest'ultima era collegata ad una soluzione di KI al 
10%, in tampone fosfato 70 mM a pH 7, che catturava l'O3 che non aveva reagito. Ogni 15 
minuti, con una siringa, si effettuava un prelievo per determinare la concentrazione del 
perossinitrito per via spettrofotometrica mediante due letture effettuate a 302 nm. La prima 
(A) veniva effettuata con una diluizione 10:1000 con NaOH 0.1 M, la seconda (B) 
effettuando una diluizione 10:1000 con tampone fosfato 50 mM + EDTA 0.2 mM a pH 7. 
Sottraendo il valore di B al valore di A e conoscendo il coefficiente di estinzione (ε302 = 
1670 M-1 cm-1) veniva determinata  la concentrazione del perossinitrito. 
La lettura con tampone fosfato va effettuata perché, a pH 7, il perossinitrito decade 
velocemente a nitrato (t/2< 1 s) (34); per cui dal momento che la lettura con NaOH rende 
conto sia dell’assorbimento del perossinitrito che del prodotto del suo decadimento è 
necessario tenere conto della entità di quest’ultimo. 
Dopo 2 ore si otteneva la massima quantità di perossinitrito; dopo tale tempo il 
perossinitrito formato decade nei sottoprodotti per cui è necessario fermare la reazione. 
 
Effetto del perossinitrito sull’attività enzimatica  
L’effetto del perossinitrito sull’attività enzimatica del mutante SE-DHFR e della wt-DHFR 
è stato indagato incubando l’enzima con l’agente ossidante. Ad una soluzione 5 µM di SE-
DHFR o wt-DHFR termostatata a 20 °C for 4 minuti veniva aggiunta un’aliquota di 
perossinitrito sotto agitazione. Dopo 2 minuti di incubazione a  20°C la soluzione proteica 
ossidata veniva aggiunta alla miscela di reazione termostata a 20°C nello spettrofotometro, 
e l’attività enzimatica veniva seguita a 340 nm. Inoltre, in modo da valutare l’effetto della 
variazione del pH e dei sottoprodotti del perossinitrito sull’attività enzimatica, veniva 
effettuato un controllo dell’attività dopo l’aggiunta della proteina, contenente perossinitrito 
decaduto, alla miscela di reazione. In pratica il perossinitrito veniva aggiunto ad 
un’aliquota di tampone fosfato utilizzato per i saggi spettrofotometrici (pH 7) e 
successivamente, dopo 5 minuti di incubazione, durante il quale il perossinitrito si 
decompone nei suoi sottoprodotti, alla soluzione tampone veniva aggiunto l’enzima. La 
soluzione proteica veniva incubata per altri due minuti e un’aliquota veniva aggiunta alla 
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miscela di reazione per determinare l’attività enzimatica. Si valutava, inoltre, come 
l'attività della proteina non ossidata, in assenza o in presenza di bicarbonato, nelle 
concentrazioni utilizzate, non vari. 
Per valutare il ruolo svolto dal sistema HCO3-/CO2 nell'ossidazione della proteina con 
perossinitrito, in relazione all'attività della proteina stessa, sia il mutante SE-DHFR che la 
wt-DHFR venivano ossidati in presenza di NaHCO3 (da 0.7 a 20 mM nella miscela di 
ossidazione). 
 
Elettroforesi su gel di poliacrilammide su SDS-PAGE e Western Blotting 
Questa metodica è stata impiegata per determinare la presenza di nitrotirosine nei 
campioni di proteina ossidati con perossinitrito, sia in assenza che in presenza di 20 mM 
NaHCO3-, dopo preventiva dialisi di ogni campione ossidato in tampone fosfato 20 mM a 
pH 7. L'elettroforesi in condizioni denaturanti, condotta su gel di poliacrilamide, é un 
metodo analitico che consente di separare le subunità proteiche in base al loro peso 
molecolare. Un parametro importante per la risoluzione delle bande proteiche é 
rappresentato dalla percentuale di acrilammide impiegata. Per le analisi effettuate veniva 
utilizzata una percentuale di acrilammide del 12%. 
Per la preparazione del campione e per la corsa elettroforetica veniva seguita la metodica 
di Laemmly [57], mentre le bande proteiche venivano evidenziate tramite colorazione con 
Comassie Brillant Blue R-250. La decolorazione si effettuava con un decolorante costituito 
da CH3COOH al 10% e CH3OH al 50%. 
Per l'analisi delle proteine, dopo l'elettroforesi su gel di poliacrilammide, veniva utilizzata 
la tecnica del Western Blotting che consiste nell'elettrotrasferimento di proteine, separate 
in un gel, su una sottile matrice di supporto [58, 59]. Le matrici comunemente utilizzate 
sono membrane di nitrocellulosa, di nylon, di carte diazo-modificate del tipo diazo-
benzilossimetil-  oppure diazo-fenil-tioeteri, ed, infine, di polivinilfluoruro (PVDF). Le 
membrane di PVDF, utilizzate per il trasferimento, sono membrane a porosità uniforme, di 
natura idrofobica e con un'alta capacità di binding per gran parte delle biomolecole. Il loro 
successo deriva dal fatto che sono compatibili con i sistemi standard di colorazione e di 
immunorivelazione, ed hanno una notevole resistenza ai solventi ed un più alto rapporto 
segnale/rumore, dovuto ad un'aumentata sensibilità. 
La metodica del Western é stata utilizzata per valutare la nitrazione dei residui di tirosina. 
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A tale scopo il gel, nel quale era avvenuta la separazione elettroforetica delle proteine, 
veniva equilibrato in transfer buffer per 30 minuti. Al fine di di evitare il rigonfiamento del 
gel durante l'elettrotrasferimento, il transfer buffer é costituito da 25 mM Tris, 150 mM 
glicina e 20% di metanolo. Dopo lavaggio con acqua distillata, con il transfer buffer 
venivano equilibrati anche due fogli di carta Whatmann 3MM e due supporti (spugnette) 
da utilizzare nel processo di trasferimento. 
Si preparava, quindi, una membrana di PVDF (Millipore Corporation, Bedford, MA) delle 
stesse dimensioni del gel, la si immergeva per tre secondi in alcool metilico, si lavava con 
acqua e la si poneva in transfer buffer per dieci minuti. A questo punto veniva assemblato 
il "sandwich", per far avvenire il trasferimento, secondo questo ordine (partendo dal polo 
negativo): 
1- supporto (spugnetta); 
2- foglio di carta; 
3- gel; 
4- membrana (per evitare la formazione di bolle d'aria); 
5- foglio di carta; 
6- supporto (che si dovrebbe trovare a contatto con il polo positivo). 
Durante l'operazione veniva accuratamente evitato di lasciare a secco i vari elementi. Il 
"sandwich" veniva immerso nella cella di trasferimento, contenente transfer buffer e, 
collegati i morsetti al sistema, si applicava una differenza di potenziale di 100 V per 3-4 
ore. Terminata la corsa, il gel veniva colorato (per controllare la resa del trasferimento), 
mentre la membrana veniva depositata nella blocking solution (albumina bovina al 10% in 
TTBS, quest'ultimo costituito da TBS e Tween 20 allo 0.005%; il TBS é composto da 
TRIS-HCl 20 mM a pH 7.5 e NaCl 0.5 M) e mantenuta a 4°C per tutta la notte. Quindi la 
membrana veniva lavata per tre volte (cinque minuti per lavaggio) con TTBS e poi la si 
immergeva in una soluzione di anticorpo secondario specifico per le tirosine nitrate. Si 
lasciava in agitazione per due ore, poi si effettuavano altri tre lavaggi con TTBS, ognuno 
di cinque minuti. Si immergeva, quindi, la membrana in una soluzione di anticorpo 
secondario specifico contro l'animale nel quale erano stati sviluppati gli anticorpi primari e 
coniugato con perossidasi, agitando per novanta minuti. 
Successivamente si eseguivano tre lavaggi con TTBS ed un ultimo lavaggio con TBS al 
fine di allontanare il Tween 20 che avrebbe inibito la perossidasi. 
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Durante queste fasi, veniva posta attenzione affinché le proteine fossero rivolte verso la 
base del contenitore. Le successive operazioni di sviluppo venivano effettuate in camera 
oscura. Le due soluzioni di ECL (Enhanced Chemiluminescence), utilizzate per la reazione 
di rivelazione, venivano mescolate in rapporto 1:1 fino a raggiungere un volume di liquido 
sufficiente per coprire la membrana che veniva immersa per 60 secondi. Poi, velocemente, 
si avvolgeva la membrana in una pellicola trasparente e la si appoggiava, facendo 
attenzione a che le proteine fossero rivolte verso l'alto, in una cassetta di esposizione. Sulla 
membrana veniva quindi adagiata una pellicola autoradiografica, di tipo "Hyperfilm-ECL" 
e si chiudeva la cassetta. 
Dopo 60 secondi, la pellicola veniva estratta per procedere allo sviluppo ed al successivo 
fissaggio. La diversa entità di nitrazione dei residui di tirosina nei diversi campioni proteici 
ossidati veniva valutata mediante un’analisi densitometrica utilizzando uno Scion Image 
software (Scion, Frederick, MD). La misura dell’intensità dell’area di ogni banda è stata 
effetuata mediante un accurata sottrazione del background. 
 
Determinazione delle cisteine ossidate 
I gruppi tiolici dei residui di cisteina della wt-DHFR 5 μM, in assenza e in presenza di 
NaHCO3, sono stati determinati mediante una titolazione spettrofotometrica con il metodo 
di Ellman [60, 61] utilizzando DTNB 500 μM. I gruppi tiolici venivano titolati in presenza 
di urea 8 M per determinare il contenuto totale dei gruppi sulfidrilici presenti nella 
proteina. L’incremento dell’assorbanza a 412 nm è un indice della formazione del 5-
tionitrobenzoato.  
 
Studi di fluorescenza 
Campioni di 10 μM SE-DHFR e wt-DHFR ossidata, e non ossidata, con perossinitrito in 
presenza, e in assenza, di NaHCO3 (da 0.7 a 20 mM nella miscela di reazione) sono stati 
analizzati spettrofluorimetricamente. Gli spettri di emissione della proteina venivano 
registrati tra 310 nm e 450 nm, utilizzando una frequenza di eccitazione di 280 nm 
caratteristica dei triptofani.  
 
Separazione delle forme ossidate della SE-DHFR in HPLC  
Al fine di distinguere le diverse forme ossidate della SE-DHFR é stata effettuata un'analisi 
in HPLC finalizzata a separare i peptidi in base alla loro diversa polarità/idrofobicità. 
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Infatti l'ossidazione della proteina con perossinitrito accentua la polarità influenzando i 
tempi di ritenzione rispetto alla proteina non ossidata. A tale scopo si dializzava 
un'aliquota di SE-DHFR in 2 litri di tampone fosfato 10 mM + EDTA 0.2 mM + pH 7. Si 
determinava la concentrazione proteica e si divideva l'aliquota in quattro campioni. Su tre 
campioni (140 μM) veniva aggiunta una quantità di perossinitrito tale che la sua 
concentrazione effettiva variava da 2.72 mM a 5mM in presenza e in assenza di 20 mM 
NaHCO3. Si effettuava una dialisi dei quattro campioni con tampone fosfato 10 mM + 
EDTA 0.2 mM a pH 7 per 24 ore. A 200 μl di ogni campione venivano aggiunti 0.2 μl di 
TFA (quest'ultimo ha lo scopo di denaturare completamente la proteina, in modo che nello 
stato unfolded i residui apolari e polari siano più esposti all'eluente). I campioni venivano 
successivamente iniettati in HPLC e separati utilizzando una colonna C-4 Hamilton in fase 
inversa, PRP3 (4.1 • 150 mm). 
L'eluizione veniva effettuta con due eluenti: 
A: H2O + 0.1% TFA  
B: CH3CN + 0.1% TFA 
che venivano utilizzati secondo il seguente programma: 
dal 25% al 40% di B in 2 minuti, dal 40% al 45% di B in 15 minuti, dal 45% all' 80% di B 
in 5 minuti, B rimane all' 80% per 5 minuti e ritorna al 25% in 5 minuti (flusso = 1ml/min). 
L'assorbimento a 254 nm della SE-DHFR veniva riportato in grafico in funzione del tempo 
di eluizione.    
 
Analisi termica mediante calorimetria a scansione differenziale (DSC) 
L’analisi termica delle proteine è stata effettuata con un calorimetro N-DSC II MODEL 
6100, in celle di 0.3268 ml ad una velocità di scansione di 1 deg/min. I dati e l’analisi 
deconvolutiva sono stati determinati con il software preinstallato nello strumento (Applied 
Thermodynamics). Campioni della SE-DHFR (140 μM) non ossidata, e ossidata con 
perossinitrito (da 2.72 mM a 5 mM nella miscela di reazione) in presenza e in assenza di 
20 mM NaHCO3, sono stati diluiti fino ad ottenere una concentrazione 50 µM della 
proteina e analizzati in DSC. I campioni di proteina ossidata sono stati preventivamente 
dializzati in tampone fosfato 10 mM pH 7.0. Tutti i campioni proteici sono stati 
preventivamente degassati prima del caricamento nelle celle calorimetriche. 
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Analisi della funzione capacità termica 
L’analisi deconvolutiva della funzione capacità termica è stata effettuata utilizzando il 
software sviluppato dalla Applied Thermodynamics. Le basi termodinamiche utilizzate per 
l’analisi dei dati e l’interpretazione dei risultati è ampiamente descritta in letteratura [66]. 
Numerose pubblicazioni mostrano come la variazione di capacità termica associata 
all’unfolding termico di una proteina può essere associata alla variazione di superficie 
polare (ΔASApol) e apolare (ΔASAap) esposta al solvente tra lo stato nativo e lo stato 
unfolded durante un processo di unfolding termico [22].La variazione di superificie 
accessibile al solvente ipotizzata per il processo di unfolding completo della SE-DHFR è 
stata calcolata tramite l'algoritmo ACCESS (S.R. Presnell, University of California, San 
Francisco [67]), che misura la superficie accessibile al solvente utilizzando come modello 
per la molecola d'acqua una sonda sferica di 1.4 Å di raggio ed una sezione di taglio di 
ampiezza 0.25 Å. 
 
Saggi di inibizione enzimatica. 
L’inibizione da parte dell’EGCG è stata analizzata valutando la velocità di decadimento 
dell’assorbanza di NADPH e DHF a 340 nm, in seguito alla attivazione della reazione per 
aggiunta di DHFR (40 nM) nella miscela di reazione in presenza di diverse concentrazioni 
di EGCG. Gli esperimenti sono stati condotti in tampone fosfato 50 mM, EDTA 0.02 mM 
a pH 7 e a 25°C. Per prevenire l’ossidazione della catechina (EGCG) questa veniva 
disciolta in presenza di 1 mM acido ascorbico. La velocità iniziale di inibizione veniva 
determinata a concentrazioni saturanti e costanti di NADPH (100 mM) e variando la 
concentrazione di DHF (da 5 a 50 mM) nella miscela di reazione  e di inibitore EGCG (da 
0 a 50 mM) in incubazione con la proteina a 20°C per 10 minuti. I parametri cinetici 
(KmDHF, kcat) sono stati calcolati analizzando i dati sperimentali con un  fitting non-lineare 
tramite l'equazione di Michaelis-Menten modificata tenendo conto dell’inibizione da 
substrato [62]:  
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Estrazione di catechine monomeriche da Tè verde 
L’estrazione è stata condotta ad una temperatura di 150°C e ad una pressione di 1500 psi 
in presenza di etanolo puro. Il campione è stato mantenuto nelle condizioni di estrazione 
per 10 minuti per tre cicli successivi (10 x 3) con una rigenerazione del 50% di solvente ad 
ogni ciclo. Il solvente è stato eliminato tramite un evaporatore rotante e il prodotto finale è 
stato essiccato in stufa a 45°C per 24h. Per l’analisi HPLC e per la determinazione dei 
polifenoli totale con il reattivo di Folin-Ciocolteau, un’aliquota della parte secca è stata 
risolubilizzata rispettivamente in metanolo e in acqua e centrifugata. 
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 3. RISULTATI 
 
Effetti dell’ossidazione sull’attività della DHFR 
 
Effetto del perossinitrito sull'attività enzimatica della SE-DHFR 
Il perossinitrito esercita un forte effetto disattivante sulla SE-DHFR come si può vedere in 
Figura 3.1. Il saggio enzimatico prevedeva l'aggiunta dell' enzima alla miscela di reazione 
contenente NADPH e diidrofolato in tampone fosfato di potassio 50 mM a pH 7 dopo aver 
mantenuto la miscela di reazione a T = 20 °C per 5 min. Una volta aggiunto l'enzima si 
poteva osservare la diminuzione dell'assorbanza a 340 nm dovuta alla trasformazione del 
NADPH in NADP
+
. La Figura 3.1 mostra come l'azione ossidante del perossinitrito sulla 
proteina ne riduca l'attività enzimatica (diminuzione della pendenza della cinetica di 
reazione).  
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Fig. 3.1 Azione ossidativa del perossinitrito sull'attività enzimatica di SE-DHFR (5 μM) a concentrazioni 
crescenti di perossinitrito (da 0.05 mM a 3.37 mM) 
 
Dai valori dell'attività enzimatica, calcolata a varie concentrazioni di perossinitrito, é stata 
ricavata l'attività residua percentuale rispetto al valore dell'attività in condizioni non 
ossidanti. La Figura 3.2 riporta i valori di attività residua percentuale in funzione della 
concentrazione di perossinitrito. Dal grafico è stato possibile calcolare la concentrazione 
 61
Ec50 di perossinitrito necessaria a provocare il 50% dell' effetto inibitorio totale. Come si 
può osservare dalla figura la massima inibizione, esercitata dall' ossidazione da 
perossinitrito, è pari ad una riduzione del 90% circa dell'attività enzimatica totale, 
indicando che, anche in presenza di concentrazioni saturanti di perossinitrito, la proteina 
rimane debolmente attiva. 
 
Fig. 3.2 Riduzione dell'attività residua percentuale di SE-DHFR (5 μM) da parte del perossinitrito (da 0 a 
3.37 mM). Il valore di Ec50 ottenuto e` 0.100 ± 0.027 con χ2 = 407.04 
 
Per controllare che l'effetto del perossinitrito era da attribuire unicamente all'azione 
ossidante della specie reattiva ONOO- e non a fenomeni secondari legati a:  
a) la decomposizione del perossinitrito nei suoi sottoprodotti (il perossinitrito 
a pH 7 si decompone in H+ e NO3-) 
b)  la variazione del valore di pH dovuto al fatto che il perossinitrito è 
preparato in soluzione basica (pH 12) 
è stato osservato l'effetto dei prodotti di decomposizione del perossinitrito sull'attività 
enzimatica della proteina. Da questa serie di esperimenti è stato calcolato un effetto dei 
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sottoprodotti sull'attività enzimatica della SE-DHFR pari ad una variazione della velocità 
iniziale di reazione dell’ 1.97%; quindi la variazione di attività indotta dai prodotti di 
decomposizione di ONOOH rispetto all'attività misurata in assenza di perossinitrito 
rientrava nell'errore sperimentale. L'errore sperimentale associato alla misura della velocità 
iniziale di reazione è stato, infatti, determinato replicando, nell'arco di otto ore, cinque 
determinazioni della velocità di reazione utilizzando le stesse condizioni sperimentali e 
calcolando la deviazione standard. In base a queste determinazioni l'errore sperimentale 
associato ai valori misurati di velocità di reazione è del 4.6%, come mostrato in Tabella 
3.1. 
 
Tabella 3.1 . Determinazione dell'errore sperimentale associato alla misura della velocità iniziale di reazione 
-d[S]/dt. 
 1a prova 2a prova 3a prova 4a prova 5a prova media σ 
-d[S]/dt -0.3830 -0.3766 -0.4008 -0.3946 -0.3630 -0.3875 0.01786 
 
Nella Figura 3.3 viene mostrato l’effetto del perossinitrito sull’attivita` enzimatica della 
SE-DHFR in presenza del sistema tampone HCO3-/CO2. Aumentando la concentrazione di 
HCO3- (da 0.71 mM a 20 mM) nella miscela di reazione si hanno aumenti sostanziali della 
Ec50 (vedi legenda di Fig. 3.3) e cio` implica una diminuizione dell’effetto del perossinitro 
sull’attivita` catalitica della SE-DHFR all’aumentare della concentrazione di bicarbonato. 
Inoltre e` stato saggiato l’ effetto del bicarbonato sull’ attivita` enzimatica della SE-DHFR. 
Da questa serie di esperimenti e`stata calcolata una variazione della velocita` iniziale di 
reazione dell’ 1.97%; tale variazione di attivita` rientra pienamente nell’ errore 
sperimentale. Questi dati confermano l’ ipotesi che solamente l’ azione del perossinitrito e` 
la causa dell’ effetto inibitorio dell’ attivita` della SE-DHFR. 
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Fig. 3.3 Effetto del sistema tampone HCO3-/CO2 nell’ossidazione della SE-DHFR (5 μM) con perossinitrito.              
Curve (——): [HCO3-] = 0.71 mM, Ec50 = 0.359 mM ± 0.084. Curve (- - -):[HCO3-] = 1.72 mM, Ec50 = 
0.720 mM ± 0.231. Curve ( ): [ HCO3-] = 5 mM, Ec50 = 0.933 mM ± 0.259. Curve (..….….):[ HCO3-] = 
20 mM, Ec50 = 2.39 mM ± 0.64. 
 
Per comparare l’effetto dell’inibizione sulla SE-DHFR con quella della wt-DHFR, 
abbiamo effettuato gli stessi saggi esponendo la proteina wilde type a concentrazioni 
crescenti di perossinitrito in assenza e in presenza di bicarbonato.  
L’agente ossidante induce una inibizione del 10% dell’attivita` enzimatica, sia in assenza 
che in presenza di bicarbonato, ad un rapporto [ONOO-]/[SE-DHFR] = 600. La 
concentrazione di perossinitrito che induce il 50% di inibizione enzimatica nel mutante 
SE-DHFR (0.1 mM), induce una inattivazione nel wt-DHFR che e` nell’ordine di 
grandezza dell’errore sperimentale.  
 
Effetto del perossinitrito nell’ossidazione dei residui di triptofano 
Tramite analisi fluorimetrica e` stato studiato l' effetto del perossinitrito sull' intensità di 
fluorescenza dei residui di triptofano in assenza ed in presenza di concentrazioni crescenti 
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di CO2/HCO3-, per trovare una possibile correlazione tra modificazioni ossidative, a 
carico di determinati residui aminoacidici, e attività catalitica. In Figura 3.4 sono riportati 
gli spettri di fluorescenza della SE-DHFR in condizioni native ed in condizioni ossidanti, 
sia in assenza che in presenza di NaHCO3. 
 
Fig. 3.4 Spettri di emissione in fluorescenza di SE-DHFR non ossidata e ossidata con perossinitrito 0.1 mM 
([ONOO]/[SE-DHFR] = 10) in presenza e in assenza del sistema HCO3-/CO2. Perossinitrito 0.1 mM 
corrisponde all’ EC50 in assenza di NaHCO3. La lunghezza d’ onda di emissione e` di 290 nm. Curva a (- - -) 
enzima non ossidato in presenza dei sottoprodotti del perossinitrito; Curva b (..….….) enzima ossidato in 
presenza di HCO3- 20 mM; Curva c ( ) enzima ossidato in presenza di  HCO3- 5 mM; Curve d, e, f (—) 
enzima ossidato in assenza di HCO3- (d), in presenza of 0.71 mM (e) e 1.72 mM di HCO3- (f). 
 
Dagli spettri di Figura 3.4, registrati eccitando il campione di proteina a 280 nm, è 
possibile osservare un interessante fenomeno legato alla presenza del bicarbonato nel 
processo di ossidazione della SE-DHFR da parte del perossinitrito. In assenza del sistema 
CO2/HCO3- si ha una perdita di fluorescenza, rispetto alla proteina nativa, di circa il 60%; 
l'aggiunta di bicarbonato a basse concentrazioni (0.71 e 1.72 mM) non sembra influenzare 
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questo effetto del perossinitrito, mentre a concentrazioni più alte (5 e 20 mM) si ottiene un 
rispristino della fluorescenza dei triptofani (la fluorescenza residua rispetto alla proteina 
nativa arriva all' 89% in presenza di NaHCO3 20 mM ). 
Per avere un controllo funzionale dell' effetto del bicarbonato sull' ossidazione del 
perossinitrito osservato in fluorescenza abbiamo saggiato l' attività dei campioni di SE-
DHFR utilizzati per gli esperimenti di fluorimetria. Il confronto tra fluorescenza residua 
dei triptofani e attività enzimatica residua è riportato in Tabella 3.2-A: 
 
Tabella 3.2. Comparazione tra la fluorescenza residua dei triptofani ed attivita` enzimatica del mutante SE-
DHFR (A) e wt-DHFR (B) ossidati da perossinitrito in assenza ed in presenza di bicarbonato. In tutti gli 
esperimenti il rapporto [ONOO-]/[SE-DHFR] = 10. 
(A) SE-DHFR 
 
in assenza di 
NaHCO3
0.71 mM 
NaHCO3
5 mM NaHCO3 20 mM NaHCO3
Fluorescenza 
residua dei 
triptofani a 
340 nm 
37.5 % 38.3 % 66.5 % 88.9 % 
Attività 
enzimatica 
residua 
74.33 % 73.64 % 87.32 % 94.06 % 
 
(B) wt-DHFR 
 
in assenza di 
NaHCO3
0.71 mM 
NaHCO3
5 mM NaHCO3 20 mM NaHCO3
Fluorescenza 
residua dei 
triptofani a 
340 nm 
85 % 77,4 % 79.1 % 88 % 
Attività 
enzimatica 
residua 
98.72 % 88.83 % 98 % 99.1 % 
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I dati riportati nella Tabella 3.2-A mostrano come il sistema tampone CO2/HCO3 moduli l' 
effetto del perossinitrito sia sulle modificazioni ossidative dei triptofani, come appare dal 
recupero della fluorescenza residua percentuale, sia sull'attività catalitica. Tuttavia, nelle 
condizioni sperimentali in cui il rapporto [ONOO-]/[SE-DHFR] = 10, l’attivita` enzimatica 
residua e` del 73%, mentre la fluorescenza residua dei triptofani e`del 37%, suggerendo 
che, anche se risulta evidente il ruolo dei residui di Trp sull’attivita` catalitica dell’enzima, 
la loro modificazione a seguito di una ossidazione/nitrazione non produce una 
macroscopica inibizione dell’ enzima. Per meglio delucidare il ruolo dei Trp 
sull’inibizione enzimatica indotta dal perossinitrito, e` stata determinata l’intensita` di 
fluorescenza e il corrispondente valore di attivita` enzimatica del mutante SE-DHFR 
ossidato con concentrazioni crescenti dell’agente ossidante (5 < [ONOO]/[SE-DHFR] < 
150) (Fig. 3.5).  
 
Fig. 3.5 Correlazione tra la fluorescenza residua percentuale e l’attivita` residua percentuale del mutante SE-
DHFR esposto a concentrazioni crescenti di perossinitrito (5 < [ONOO-]/[SE-DHFR] < 150) in assenza di 
bicarbonato (o).  In rosso viene riportato la correlazione lineare tra la fluorescenza dei Trp e l’attivita` 
residua in presenza di concentrazioni crescenti di bicarbonato, da 0 a 20 mM, mantenendo fissa la 
concentrazione di perossinitrito [ONOO]/[SE-DHFR] = 10 (Tabella 1-A). 
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In Fig. 3.5, riportando i dati della Tabella 3.2-A, si ha una correlazione lineare (in rosso) 
tra l’ossidazione dei Trp e l’attivita` residua enzimatica, per concentrazioni fisse di 
perossinitrito ([ONOO-]/[SE-DHFR] = 10) e in presenza di concentrazioni crescenti di 
bicarbonato; il recupero della fluorescenza residua e` correlato ad un ripristino del 20% 
dell’attivita` enzimatica in queste condizioni sperimentali. Tuttavia, per concentrazioni di 
perossinitrito piu` alte di 0.1 mM ([ONOO]/[SE-DHFR] > 10) l’attivita` residua decresce 
come riportato in Fig. 3.5, ma la fluorescenza residua dei Trp rimane costante al 37.5%. Da 
questi dati si evince come l’ossidazione/nitrazione dei residui di triptofano inducono una 
riduzione dell’attivita` enzimatica, ma che essa non e` l’unica modificazione ossidativa dei 
residui aminoacidici della proteina responsabile della perdita di attività biologica.  
Inoltre, gli spettri di fluorescenza sono stati ripetuti per la wt-DHFR ossidata nelle stesse 
condizioni sperimentali utilizzate per il mutante SE-DHFR. La reazione della wt-DHFR 
con perossinitrito produce una diminuzione della fluorescenza residua di circa il 15% per 
un rapporto [ONOO-]/[SE-DHFR] = 10 (Fig. 3.6). 
 
Fig. 3.6 Spettri di emissione di fluorescenza della wt-DHFR ossidato ad un rapporto [ONOO]/[SE-DHFR] = 
10 sia in presenza sia in assenza di bicarbonato. Curva (——) enzima non ossidato in presenza dei prodotti 
di degradazione del perossinitrito; Curva ( ) enzima ossidato in presenza di 20 mM HCO3-; Curva     
(- - -) enzima ossidato in assenza di HCO3-; Curva (..….….) enzima ossidato in presenza di 0.71 mM  e 5 mM 
di HCO3-
 .  
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 La protezione della fluorescenza dei residui di Trp in assenza, e in presenza di 0.7-5 mM 
HCO3- (vedi Tabella 3.2-B), nella wt-DHFR, suggerisce che i targets tiolici dei residui di 
cisteina diminuiscono la reattivita` sia del ONOO- sia del ONO2CO2- nei confronti dei 
residui di triptofano. Dai dati riportati in Tabella 3.2-B si può notare che, in assenza di 
NaHCO3, la presenza dei residui di cisteina nella wt-DHFR determina una fluorescenza 
residua comparabile con il valore di fluorescenza che si ottiene in presenza di 20 mM 
NaHCO3. Questo si spiega con il differente ordine di reattività delle due specie ossidanti 
ONOO- e ONO2CO2- infatti l’anione ONOO- e` piu` reattivo nei confronti dei residui di 
cisteina, rispetto i residui aromatici [63]. Al contrario l’addotto ONO2CO2- ha un ordine di 
reattività nei confronti dei residui aminoacidici del tipo:  
Tyr > Trp >> Cys 
per un preferenziale meccanismo di reazione radicalico che porta alla formazione di 
intermedi aromatici radicalici stabilizzati per risonanza. 
 
Rilevazione delle nitrotirosine mediante Western Blotting 
Al fine di verificare la presenza delle 3-nitrotirosine, dopo la procedura di ossidazione con 
perossinitrito, e` stato eseguito un Western Blotting delle proteine ossidate da ONOO-, sia 
in assenza che in presenza di HCO3-. L'uso di un anticorpo specifico per le nitrotirosine ha 
permesso di evidenziare la presenza dell' aminoacido modificato in entrambi i sistemi di 
ossidazione. La presenza delle 3-nitrotirosine è stata verificata sia nel mutante SE-DHFR 
sia nella wt-DHFR utilizzando basse concentrazioni di proteina (5 μM) e concentrazioni 
crescenti di perossinitrito (da 0.1 μM a 100 μM), sia in presenza che in assenza di 
bicarbonato, utilizzando le stesse condizioni sperimentali utilizzate nei saggi di attivita` 
enzimatica e nell’analisi fluorimetrica. Le bande a 17.69 KDa mostrate nel blot di Figura 
3.7 sono relative alla SE-DHFR (panel-A) e alla wt-DHFR (panel-B) dopo ossidazione con 
perossinitrito. Sul gel, al 12% di acrilammide, da cui è stato effettuato il trasferimento 
delle proteine era stata caricata (come controllo negativo) anche SE-DHFR non ossidata, 
che non è visibile in figura data l'assenza di nitrotirosine nella proteina nativa (lane 1, 
panel A). Inoltre, si puo` notare come sopra le bande monomeriche della SE-DHFR e della 
wt-DHFR (17.69 kDa) ossidate sono presenti forme cross-linkate ad alto peso molecolare 
(ditirosine cross-linkate), con un aumento di tali forme polimeriche nel wild-type a causa 
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della formazione di legami disolfuro intramolecolari. I risultati ottenuti indicano 
chiaramente che incrementi di perossinitrito nel sistema di reazione inducono un graduale 
aumento dei residui di 3-nitrotirosine nell’enzima, sia nel mutante SE-DHFR sia nella wt-
DHFR, in assenza e in presenza di bicarbonato. 
 
Fig. 3.7 Rilevazione delle 3-nitrotirosine tramite Western Bloting. Panel A: 5 μM SE-DHFR ossidata con 
concentrazioni crescenti di perossinitrito. I rapporti  [ONOO-]/[SE-DHFR] sono: lane 1: 0.02; lane 2: 20; 
lane 3: 10; lane 4: 0.2; lane 5: 20 in presenza di 20 mM NaHCO3; lane 6: 20 in presenza di  1.7 mM 
NaHCO3; lane 7: 20 in presenza di 0.7 mM NaHCO3. Panel B: 5 μM wt-DHFR ossidata con concentrazioni 
crescenti di perossinitrito. I rapporti [ONOO]/[SE-DHFR] sono: lane 1: 20 in presenza di 20 mM NaHCO3; 
lane 2: 330 in presenza di 20 mM NaHCO3; lane 3: 20; lane 4: 330. 
 
In maniera più specifica, la presenza di NaHCO3  induce un notevole aumento di tirosine 
nitrate nel mutante SE-DHFR (Figura 3.7, panel-A). Un’analisi quantitativa dei guppi 3-
nitrotirosina presenti nella proteina ossidata, in presenza e in assenza di bicarbonato, e` 
stata effettuata misurando l’intensita` della banda, con un’accurata sottrazione del 
background, mediante uno Scion Image software (Scion, Frederick, MD) e un file 
MATLAB R12. Il rapporto tra l’intensita` della banda di SE-DHFR ossidata in presenza di 
HCO3- 20 mM e l’intensita` della banda di SE-DHFR ossidata in assenza di bicarbonato 
con 2.72 mM e 5 mM di perossinitrito e` rispettivamente 1.62 e 1.30.  
Inoltre, nel mutante SE-DHFR osserviamo un aumento delle 3-nitrotirosine presenti sia 
nella banda monomerica che nelle forme polimeriche in presenza di bicarbonato, al 
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contrario di quanto avviene nella wt-DHFR in cui le 3-nitrotirosine sono maggiormente 
presenti nelle forme cross-linkate ad alto peso molecolare in assenza di bicarbonato (Fig. 
3.7, lane 3-4, panel-B). Questi dati sono in accordo con quelli presenti in letteratura [64], 
riguardo la minore reattivita’ dell’addotto nitrosoperossicarbonato nei confronti di targets 
tiolici, rispetto alla reattivita` del perossinitrito stesso verso i residui di cisteina. Nella wt-
DHFR i residui di cisteina sono responsabili della formazione di legami disolfuro 
intramolecolari come dimostrato dall’alta presenza di specie cross-linkate ad alto peso 
molecolare (panel-B), rispetto al blot del mutante SE-DHFR (panel-A). Da questi risultati 
emerge che in presenza di NaHCO3 le forme cross-linkate dovute alla formazione di 
legami disolfuro sono meno presenti che in assenza di bicarbonato soprattutto ad alte 
concentrazioni di perossinitrito, come riportato in letteratura [65], e di conseguenza 
diminuisce il numero di 3-nitrotirosine presenti nelle specie ad alto peso molecolare. 
Questi risultati sono in accordo e vanno a completare i dati ottenuti dalla titolazione delle 
cisteine ossidate dal perossinitrito in assenza ed in presenza di bicarbonato (vedi appresso). 
 
Titolazione delle cisteine ossidate nella wt-DHFR 
La wt-DHFR contiene due residui di cisteina che sono un’ ottimo substrato per il 
perossinitrito. La quantita` di gruppi sulfidrilici presenti nella proteina ossidata, e non 
ossidata, è stato misurato con il metodo di Ellman [60]. L’entità dei gruppi sulfidrilici 
ossidati in presenza di concentrazioni crescenti di perossinitrito, con e senza bicarbonato, 
sono rappresentati in Fig. 3.8. 
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Fig. 3.8 Determinazione dei residui di cisteina ossidati con concentrazioni crescenti di perossinitrito in 
assenza (nero) e in presenza (grigio) di 20 mM NaHCO3 nella wt-DHFR (5 μM). L’enzima veniva 
denaturato con urea 8 M dopo l’ossidazione in modo da determinare il contenuto totale dei gruppi –SH.  
 
In assenza di bicarbonato circa il 50% del contenuto totale dei gruppi sulfidrilici viene 
ossidato con un rapporto [ONOO-]/[SE-DHFR] = 10, mentre il contenuto totale di cisteine 
viene ossidato ad un rapporto [ONOO-]/[SE-DHFR] = 400. In presenza di 20 mM 
NaHCO3 la percentuale dei gruppi sulfidrilici ossidati e`di circa il 55% in tutte le 
condizioni saggiate. 
 
Effetti dell’ossidazione sulla struttura della DHFR 
 
Separazione delle forme ossidate della  SE-DHFR mediante cromatografia in fase 
inversa (RP-HPLC) 
Per effettuare gli studi strutturali basati sulla calorimetria a scansione differenziale (vedi 
appresso) è stato necessario caratterizzare le specie molecolari dell’enzima SE-DHFR 
tramite cromatografia HPLC in fase inversa.  Nella Figura 3.9 sono riportati i picchi 
 72
cromatografici relativi alla forma nativa ed alla forma ossidata da perossinitrito, della SE-
DHFR in assenza ed in presenza di bicarbonato. Dalla figura si nota, come prevedibile, una 
diminuizione del tempo di ritenzione della proteina in seguito ad ossidazione per 
l'introduzione di gruppi polari (nitro-gruppi, gruppi carbonilici, gruppi solfossido). Nelle 
condizioni riportate in figura, in assenza di bicarbonato, il prodotto dell' ossidazione da 
perossinitrito dà origine ad una specie chimicamente omogenea. In presenza di HCO3- 20 
mM il prodotto di ossidazione non è omogeneo e include più specie chimiche, poiche` la 
resa dell’ossidazione non e` completa. Quest’ ultima ipotesi e` confermata dal fatto che il 
picco della proteina non ossidata e` ancora presente (15.4 minuti). Inoltre la proteina 
ossidata con perossinitrito 2.72 e 5 mM in assenza di bicarbonato, ha un tempo di 
ritenzione minore rispetto alla proteina ossidata in presenza di bicarbonato con 
perossinitrito 5 mM; nel primo caso il prodotto dell’ ossidazione contiene un maggior 
numero di gruppi polari.  
 
Fig. 3.9 Cromatogramma HPLC in fase inversa di SE-DHFR (140 μM) non ossidata e ossidata con 
perossinitrito in presenza e in assenza di 20 mM HCO3-. (——) proteina non ossidata; (- - -) proteina 
ossidata con 5 mM perossinitrito in presenza di 20 mM HCO3-; ( ) proteina ossidata con 2.72 mM 
perossinitrito; (..….….) proteina ossidata con 5 mM perossinitrito. I campioni vengono iniettati in HPLC e 
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separati utilizzando una colonna C-4 Hamilton in fase inversa, PRP3 (4.1 • 150 mm). L'eluizione veniva 
effettuata con i solventi: 
A: H2O + 0.1% TFA  B: CH3CN + 0.1% TFA. Il programma del gradiente era:dal 25% al 40% di B in 2 
minuti, dal 40% al 45% di B in 15 minuti, dal 45% all' 80% di B in 5 minuti, B rimaneva all' 80% per 5 
minuti e ritornava al 25% in 5 minuti. L'assorbimento a 254 nm della SE-DHFR viene riportato in grafico in 
funzione del tempo di eluizione.       
 
Effetto del perossinitrito sulla stabilità e sul folding della SE-DHFR 
In questa seconda parte del progetto l'enzima SE-DHFR è stato studiato da un punto di 
vista termodinamico al fine di individuare una relazione tra funzionalità della proteina e 
stabilità (e quindi struttura), ma soprattutto per caratterizzare energeticamente gli stati 
termodinamici intermedi popolati durante il processo di folding, in quanto attraverso la 
loro individuazione si può conoscere attraverso quali forme strutturali l' enzima raggiunge 
la sua conformazione nativa. Tale studio è stato eseguito tramite calorimetria a scansione 
differenziale sia sulla proteina nativa, sia sulla proteina esposta ossidata con perossinitrito.  
Per l’analisi è stato utilizzato il mutante C85S/C152E della diidrofolato reduttasi (SE-
DHFR) da Escherichia coli dato che in assenza di cisteine la proteina può essere studiata 
più rigorosamente da un punto di vista termodinamico. Infatti, per rispettare le condizioni 
di equilibrio durante il processo di unfolding termico è opportuno che esso avvenga in 
condizioni reversibili, cosa che sarebbe sfavorita dalla presenza di cisteine che potrebbero 
invece formare ponti disolfuro durante la transizione termica, determinando in questo 
modo la perdita di reversibilità. In Fig. 3.10 viene riportata la funzione capacità termica 
molare della proteina al variare della temperatura a pressione costante (3 atm). La proteina 
nativa, come riportato in precedenti studi effettuati nel nostro laboratorio [61], presenta 
due picchi relativi ad una prima transizione in cui un intermedio di folding viene 
stabilizzato dalla formazione di un complesso oligomerico (Tm= 39.19 ˚C) che in un 
secondo tempo denatura in uno stato completamente unfolded dando luogo alla seconda 
transizione (Tm = 88.32 ˚C).  
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Fig. 3.10 Andamento della funzione capacità termica molare della SE-DHFR 50 uM al variare della 
temperatura. 
 
La reversibilità della scansione calorimetrica è stata controllata a pH 7. Il processo 
complessivo di denaturazione termica è risultato irreversibile, infatti la scansione 
calorimetrica effettutata dopo aver riportato alla temperatura iniziale il campione che 
aveva raggiunto 110 °C non presentava transizioni. Ciò può essere dovuto sia a fenomeni 
di aggregazione coinvolgenti lo stato unfolded, sia a modificazioni covalenti indotte dalle 
alte temperature, quali per esempio la deaminazione dei residui di glutamina. Per verificare 
invece la reversibilità della prima transizione, la scansione calorimetrica è stata fermata 
alla temperatura di raggiungimento della linea di base dopo il primo picco (55 °C), e 
quindi, dopo aver riportato il campione a 0 °C, si e' ripetuto l'esperimento. In questo caso il 
segnale, in termini di ΔH ha presentato un recupero del 65% rispetto al primo esperimento, 
come si può osservare in Fig. 3.11 
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Fig. 3.11 Controllo della reversibilità della prima transizione a pH 7.0 
 
Esperimenti di calorimetria a scansione differenziale sono stati quindi eseguiti sulla 
proteina ossidata con concentrazioni crescenti di perossinitrito, sia in assenza che in 
presenza di NaHCO3 20 mM. La concentrazione di proteina usata é stata sempre intorno a 
50 μM per poter confrontare i risultati relativi ai singoli esperimenti, infatti sapendo che 
nella stabilizzazione dell' intermedio di folding possono essere coinvolti equilibri di 
oligomerizzazione, è importante tener conto della dipendenza dalla concentrazione 
dell'intero processo di denaturazione termica. 
La Fig. 3.12 riporta le curve di capacità termica molare ottenute dalle scansioni della SE-
DHFR ossidata.  
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 Fig. 3.12 Andamento della funzione capacità termica molare della SE-DHFR (50 μM) al variare della 
temperatura in 10 mM fosfato di potassio pH 7. Panel a: SE-DHFR non ossidata. Panel b: SE-DHFR 
ossidata con 2.72 mM perossinitrito. Panel c: SE-DHFR ossidata con 5 mM perossinitrito. Panel d: SE-
DHFR ossidata con 5 mM perossinitrito in presenza di 20 mM NaHCO3. I parametri termodinamici ottenuti 
sono mostrati in Tabella 2.  
 
Dai dati riportati emerge in maniera chiara che la proteina ossidata in assenza di 
bicarbonato (Fig. 3.12, panel b e c) non presenta la seconda transizione; in presenza di 
bicarbonato, invece, la seconda transizione viene ripristinata  ma presenta una Tm inferiore 
rispetto a quella della proteina non ossidata (Tm = 75.16 ˚C) (Fig. 3.12, panel d). In Tabella 
3.3 sono riportati i parametri termodinamici calcolati per la prima transizione e confrontati 
con i risultati ottenuti in seguito all'azione del perossinitrito. 
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Tabella 3.3: Risultati dell' analisi deconvolutiva delle scansioni calorimetriche di SE-DHFR in assenza ed in 
presenza di agenti ossidanti. 
 Tm (ºC) ΔH (Tm) 
(kcal/mol) 
ΔS (Tm) 
(cal/mol•K) 
ΔCp (Tm) 
(kcal/mol•K) 
SE-DHFR non 
ossidata 
39.19 ± 0.05 55.90 ± 0.67 178.97 ± 2.14 0.829 ± 0.010 
SE-DHFR 
ossidata con 2.72 
mM ONOO-
32.62 ± 0.05 42.97 ± 0.49 140.50 ± 1.60 0.967 ± 0.011 
SE-DHFR 
ossidata con 5 
mM ONOO-
31.79 ± 0.05 37.80 ± 0.31 123.96 ± 1.02 1.106 ± 0.009 
*SE-DHFR 
ossidata con 5 
mM ONOO- + 20 
mM HCO3-
35.47 ± 0.05 42.20 ± 0.42 136.73 ± 1.36 1.001 ± 0.010 
* I parametri calcolati non sono accurati a causa della eterogeneita` dei campioni proteici, come descritto 
nella Discussione.  
 
Dai dati ottenuti è possibile fare alcune considerazioni sull’effetto destabilizzante 
esercitato dal perossinitrito sull’ unfolding termico della proteina: 
1. l'effetto dell' ossidazione sull'equilibrio di unfolding termico della SE-DHFR è 
destabilizzante, come si può osservare dall' abbassamento della Tm (~8 °C) e del 
ΔH (18 kca/mol) in presenza di perossinitrito. Tali diminuzioni sono dovute ad una 
significativa riduzione del numero delle interazioni non-covalenti che stabilizzano 
lo stato nativo rispetto a quello parzialmente unfolded.  
2. all’aumentare della concentrazione di perossinitrito i valori di Tm e ΔH tendono a 
diminuire.  
3. i valori di Tm e ΔH per la proteina ossidata in presenza di bicarbonato sono 
intermedi tra quelli della proteina non ossidata e ossidata in assenza di NaHCO3.  
4. in seguito all’ossidazione con perossinitrito si ha un notevole innalzamento del 
ΔCp di unfolding. Questo dato indica che la proteina ha subito un fenomeno di 
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unfolding molto più avanzato rispetto alla situazione normale (ossia senza agenti 
ossidanti), esponendo al solvente gran parte della sua superficie.  
Un altro tipo di informazione ricavabile dagli esperimenti calorimetrici riguarda l'analisi 
della variazione di superficie accessibile al solvente in seguito alla transizione termica. Per 
calcolare la variazione di superficie esposta al solvente, apolare e polare, durante la prima 
transizione termica vengono applicate le relazioni ricavate dalla parametrizzazione di ΔCp 
e ΔH già descritte nell' Introduzione: 
 
ΔCp = a' ⋅ΔASAap + b' ⋅ΔASApol  e ΔH(TR ) = a(TR ) ⋅ ΔASAap + b(TR ) ⋅ΔASApol  
 
che combinate insieme danno: 
 
ΔASAap = [b(60) ⋅ ΔCp - b' ⋅ΔH(60)] / [a' ⋅b(60) - a(60) ⋅ b' ] 
ΔASApol =[a(60) ⋅ ΔCp - a' ⋅ΔH(60)] / [a(60) ⋅b' -a' ⋅b(60)] 
 
in quanto la temperatura scelta come riferimento per ΔH(TR) è 60 °C. 
I valori dei parametri di a', b' e a(60), e b(60) sono: 
a'= +0.45 cal·(K·mol·Å2)-1 
b'= -0.26 cal·(K·mol·Å2)-1 
a(60) = -8.44 cal·(mol·Å2)-1 
b(60)= +31.4 cal·(mol·Å2)-1. 
Poiché convenzionalmente i parametri termodinamici utilizzati per questo tipo di analisi 
vengono riferiti alla temperatura di 60 °C, che rappresenta la temperatura media di 
denaturazione delle proteine, abbiamo calcolato il valore del ΔH(60) per tutti e tre i casi di 
unfolding riportati. Applicando quindi le relazioni di parametrizzazione per ΔCp e ΔH 
abbiamo ottenuto la variazione di superficie accessibile al solvente apolare e polare, per 
SE-DHFR non ossidata e ossidata da perossinitrito. In Tabella 3.4 sono riportati i risultati 
ottenuti dai dati sperimentali, e per confronto, la variazione di superificie accessibile al 
solvente ipotizzata per il processo di unfolding completo della SE-DHFR calcolata tramite 
l'algoritmo ACCESS [68] che misura la superficie accessibile al solvente utilizzando come 
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modello per la molecola d'acqua una sonda sferica di 1.4 Å di raggio ed una sezione di 
taglio di ampiezza 0.25 Å. 
 
Tabella 3.4 Variazioni di superficie accessibile al solvente dopo la prima transizione termica di SE-DHFR in 
assenza ed in presenza di agenti ossidanti confrontata con il processo di unfolding completo. 
 ΔASAap (Ǻ2) ΔASApol (Ǻ2) 
SE-DHFR 3876.90 3372.01 
SE-DHFR ossidata  con 2.72 
mM ONOO-
4167.02 3332.14 
SE-DHFR ossidata con 5 mM 
ONOO-
4532.56 3416.06 
SE-DHFR ossidata con 5 mM 
ONOO- + 20 mM HCO3-
4199.79 3255.27 
SE-DHFR  
completamente unfolded 
9175.74 5615.91 
 
Da questi risultati è possibile osservare che l'intermedio di unfolding popolato dopo la 
prima transizione in assenza di perossinitrito mantiene circa il 57 % della superficie 
apolare non esposta al solvente mentre espone circa il 60% della superficie polare rispetto 
allo stato completamente unfolded. Da ciò risulta che un consistente core idrofobico della 
proteina rimane protetto dal solvente mentre una gran parte dei residui polari vengono 
esposti ad esso, durante la stabilizzazione dell’intermedio di unfolding. L' effetto 
dell'ossidazione è piuttosto interessante; infatti il perossinitrito da solo provoca un 
aumento più consistente di superficie apolare rispetto a quella polare esposta al solvente, 
rendendo così più favorevoli le condizioni di aggregazione. 
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Effetto di catechine monomeriche sull’attività della wt-DHFR 
 
Negli ultimi periodi della esperienza di dottorato ho concentrato la mia attenzione 
sull’interazione della DHFR con i flavonoidi alla luce delle potenzialità antiossidanti 
esibita da queste molecole e del coinvolgimento dell’enzima in processi biologici 
estremamente importanti.  
Questo tipo di attività si è concentrata in tre direzioni: 
1) Caratterizzazione della interazione della wt-DHFR con flavonoidi specifici 
(catechine monomeriche) 
2) Caratterizzazione dei flavonoidi (catechine monomeriche) presenti in 
estratti di Tè verde  
3) Caratterizzazione dell’interazione tra la wt-DHFR e i flavonoidi presenti 
nell’estratto di Tè verde 
 
Caratterizzazione della interazione di catechine monomeriche con la wt-DHFR 
Per questo studio è stato utilizzato l’EpiGalloCatechinaGallato (EGCG) come catechina 
modello. Il flavonoide utilizzato si comporta come inibitore della wt-DHFR (Fig. 3.13). I 
dati relativi sono stati ottenuti preincubando la catechina con l’enzima o aggiungendo 
direttamente l’enzima ad una miscela di incubazione contenente contemporaneamente il 
flavonoide e il substrato (DHF). L’aggiunta di quantità crescenti di EGCG, ad una costante 
quantità di wt-DHFR, ha prodotto una isoterma iperbolica d’inibizione. I risultati riportati 
in Tabella 3.5 e in Figura 3.13 evidenziano come l’EGCG si comporti da “slow-binding 
inhibitor” e l’inibizione sia fortemente dipendente dal tempo di incubazione dell’EGCG 
con la proteina. Questa evidenza appare molto interessante dal momento che l’EGCG 
sembra comportarsi in maniera del tutto simile a quella esibita da analoghi del folato 
(come il metotrexato) la cui interazione è stata ampiamente studiata [69, 70]. 
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Tabella 3.5 Variazione della % di inibizione al variare del tempo di incubazione della proteina con EGCG. 
[EGCG] = 100 µM, [wt-DHFR] = 40 nM, [DHF] = 30 µM. 
Incubazione 
(min) 
% Inibizione 
0 12,15% 
5 32,56% 
10 93.57% 
15 93.50% 
 
 
 
Fig. 3.13  Effetto inibitorio di EGCG sull’attività enzimatica della wt-DHFR con pre-incubazione di15 min 
(●) e senza pre-incubazione (○). 
 
Dal momento che tempi di incubazione superiori a 15 minuti non producevano ulteriori 
variazioni della percentuale di inibizione, tutti gli esperimenti sono stati effettuati 
preincubando EGCG con la proteina per questo tempo. 
 
 
 
 82
Determinazione della KmDHF a varie concentrazioni di EGCG 
La costante di Michaelis ( ) per il substrato è stata determinata sperimentalmente 
riportando in grafico la velocità iniziale (V) in funzione di concentrazioni crescenti di 
DHF.  In Figura 3.14 vengono evidenziate le diverse curve di Michaelis ottenute per 
diverse concentrazioni di EGCG.  
DHF
mK
 
 
Fig. 3.14 Effetto della concentrazione del substrato sulla velocità di attività enzimatica, a concentrazioni 
crescenti di EGCG. ●: [EGCG] = 0 μM; ▼: [EGCG] = 5 μM; ○[EGCG] = 12,5 μM; ◊[EGCG] = 20 μM; 
Δ[EGCG] = 28,5 μM. Il fit dei dati sperimentali è stato realizzato utilizzando il software SigmaPlot 2002 
versione 8.02 prodotto dalla SPSS Inc. Tutte le cinetiche enzimatiche sono state effettuate a pH 7.0 e 25°C in 
presenza di NADPH (100 μM) e wt-DHFR 40 nM e preincubando la catechina con l’enzima per 15 minuti. 
 
Le diverse curve di saturazione presentano inibizione da substrato come riportato in 
letteratura [71] e il fit dei dati è stato effettuato utilizzando l’equazione di Nakano 
modificata per inibizione da substrato (vedi Appendice):  
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in cui [S] indica la concentrazione del substrato, la costante di Michaelis per il 
substrato DHF e V
DHF
mK
max la velocità massima. Dal fit dei dati è stato possibile ricavare i valori 
di , di VDHFmK max e della costante catalitica kcat (Vmax/[DHFR]) 
I risultati riportati nella Tabella 3.6 mostrano dei valori di KmDHF estremamente bassi in 
assenza di inibitore, che sono in accordo con i dati riportati in letteratura. Tali valori di 
KmDHF costituiscono un ostacolo pratico all’effettuazione di studi cinetici con questo 
enzima, data la difficoltà di misurare la velocità di reazione a basse concentrazioni di 
substrato. 
 
Tabella 3.6 Parametri cinetici della reazione catalizzata dalla DHFR da E. Coli, in assenza di inibitore. 
 
 
 
Temperatura KmDHF  (μM) Vmax (sec-1) kcat (sec-1) 
25 °C 1.04 ± 0.31 0.117 ± 0.004 4.14 
Inoltre, i parametri cinetici sono stati determinati per ogni concentrazione di EGCG. I dati 
ottenuti sono riportati in figura 3.15 e in Tabella 3.7: 
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Fig. 3.15 Nei diversi grafici vengono riportati KmDHF, Vmax, Vmax/KmDHF, kcat in funzione della concentrazione 
di EGCG. 
 
 
Tabella 3.7 Parametri cinetici della reazione catalizzata dalla DHFR da E. coli in presenza di EGCG 
EGCG (μM) KmDHF  (μM) Vmax (sec-1) kcat (sec-1) 
5 1.62 ± 0,19 0.098 ± 0,002 3,46  
12.5 2.70 ± 0,33 0.092 ± 0,003 3,23 
20 4.25 ± 0,67 0.087 ± 0.005 3,07 
28.5 5.70 ± 0,90 0.058 ± 0,004 2,07 
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I risultati ottenuti indicano chiaramente che l’EGCG mostra una inibizione di tipo misto 
nei confronti della wt-DHFR, comportandosi sia da inibitore competitivo (l’aumento della 
 all’aumentare dell’inibitore è indicativo di una inibizione competitiva reversibile), 
sia da inibitore non competitivo (la diminuzione della V
DHF
mK
max all’aumentare della 
concentrazione di inibitore è indicativo di una inibizione non competitiva).  
I valori di Vmax/ KmDHF ci danno una misura dell’efficienza catalitica dell’enzima a basse 
concentrazioni di substrato DHF (condizione cellulare). Si evidenzia inoltre che 
all’aumentare della concentrazione di EGCG si ottiene una diminuzione dell’efficienza 
catalitica della wt-DHFR, determinando di fatto una incapacità per l’enzima a produrre la 
quantità di diidrofolato necessaria per la cellula.  
 
Individuazione di una inibizione mista competitiva mediante il modello di Còrtes 
Nel caso di inibizioni miste, le costanti di inbizione competitiva (Kic) e non competitiva 
(Kiu) possono essere determinate seguendo analisi classiche [72]. Riportando in grafico il 
reciproco della velocità in funzione della concentrazione di inibitore [I] per differenti 
concentrazioni di substrato S si ottiene una serie di rette che si intersecano in un punto la 
cui coordinata [I] è pari a –Kic. Riportando, invece, in grafico il rapporto [S]/v in funzione 
della concentrazione di inibitore [I] si ottengono una serie di rette che si intersecano in un 
punto la cui coordinata [I] è pari ad –Kiu, come riportato in letteratura [72]. In entrambi i 
grafici è possibile determinare direttamente i50, cioè la concentrazione di inibitore che ad 
una particolare concentrazione di substrato provoca il 50% di inibizione dell’enzima. Se 
riportando in un grafico [S]/v o 1/v in funzione di [I] otteniamo una correlazione lineare, 
i50 è la concentrazione di inibitore data dal valore dell’intercetta della retta con l’asse delle 
ascisse [I]. Il punto di intersezione delle varie rette ottenute a diversa concentrazione di 
substrato nei grafici [S]/v o 1/v in funzione di [I] indica le diverse classi di inibizione 
possibili: competitiva, mista-competitiva, non competitiva, mista-non competitiva, 
incompetitiva [72].  
In particolare l’interazione EGCG/wt-DHFR è risultata di tipo misto con carattere 
prevalentemente competitivo (il punto di intersezione si trova al di sotto dell’asse delle 
ascisse in un grafico [S]/v in funzione di [I], mentre riportando 1/v la coordinata delle 
ascisse nel punto di intersezione è positiva). In una inibizione di questo tipo utilizzando i 
rapporti [S]/v il valore di i50 aumenta all’aumentare di [S]. In figura 3.16 vengono riportati 
 86
i valori di [DHF]/v in funzione della concentrazione di [EGCG] a varie concentrazioni di 
substrato: 
 
Fig. 3.16 Dipendenza dell’i50 in funzione della concentrazione di substrato. ● 20 μm DHF; Δ 25 μm DHF; ○ 
40 μm DHF; ▼ 60 μm DHF. 
 
Come si può osservare in Figura 3.16 le rette che esprimono la dipendenza dell’i50 in 
funzione della concentrazione di substrato si intersecano in un punto la cui ordinata e 
ascissa sono negativi e si evidenzia come l’i50 aumenti all’aumentare della concentrazione 
di substrato. Questi sono due andamenti tipici di inibizione mista con prevalente carattere 
competitivo. In Tabella 3.8 vengono riportati i valori di i50 di EGCG in funzione della 
concentrazione di substrato: 
 
Tabella 3.8 
i50 μM [DHF] μM 
20.0 ± 1.6 20 
20.2 ± 1.5 25 
22.7 ± 1.8 40 
22.8 ± 1.3 60 
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 Determinazione della costante di inibizione competitiva (Kic) e non competitiva (Kiu) 
I grafici di [S]/v in funzione della concentrazone di inibitore ci permettono di determinare 
con buona approssimazione la costante di inibizione non competitiva Kiu che è pari a 25.0 
± 1.9 μM. Poichè il grafico di 1/v in funzione di [I] non ci permette di stimare con lo stesso 
errore sperimentale la costante di inibizione competitiva Kic [72-74] questa viene calcolata 
dal valore dell’ordinata del punto di intersezione delle rette ottenute ponendo in grafico il 
rapporto [S]/v in funzione di [I] a varie concentrazioni di substrato (Fig. 3.16). Il valore 
dell’ordinata è pari a: 
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ove KmDHF e Vmax sono rispettivamente la costante di Michaelis per il substrato e la 
velocità massima della reazione in assenza di inibitore [71]. Dal valore dell’ordinata è 
possibile ricavare la costante di inibizione competitiva Kic che è pari a 4.9 ± 1.9 μM.  In 
definitiva, i valori ottenuti indicano come l’inibizione dell’epigallocatechinagallato sia 
mista con un carattere predominante competitivo (Kic < Kiu).  
 
Caratterizzazione di catechine monomeriche da estratti di Tè verde 
 
Determinazione RP-HPLC di catechine monomeriche  
Lo scopo dell’analisi è stata la determinazione quali-quantitativa di quattro catechine 
monomeriche (quali la catechina (C), l’epicatechina (EC), l’epigallocatechingallato 
(EGCG) e l’epigallocatechina (EGC)), un acido fenolico (come l’acido gallico (AG) 
presenti in estratti alcoolici di Tè verde (vedi Parte Sperimentale) mediante analisi 
cromatografica in RP-HPLC su una colonna C18. 
La fase mobile era costituita da da acido fosforico 0.3% (solvente A) e acetonitrile 
(solvente B). Per l’analisi HPLC si utilizzava il seguente gradiente con 3 step lineari. 
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Tempo (minuti) % B  
0 10 
45 20 
65 60 
70 100 
80 100 
Detector: 278 nm  Flow rate: 0.7 ml/min  Temperature: 25°C 
 
Per la valutazione delle 4 catechine monomeriche in esame veniva costruita una curva di 
calibrazione in un range tra 0 e 0.5 mg/mL. Il valore del coefficiente di variazione del 
tempo di ritenzione di ogni analita in esame è pari allo 0.5% per quattro iniezioni dello 
stesso standard. Il limite di rilevabilità per ogni analita è approssimativamente 0.2 ng per 
tutti e cinque gli analiti in esame. In Figura 3.17 viene riportato il cromatogramma relativo 
a 4 catechine monomeriche, due acidi fenolici (Acido Gallico ed Acido Ellagico), un 
flavonolo (Quercetina)  e un flavone (Luteolina): 
 
Figura 3.17 Analisi cromatografica di 8 standard. AG: acido gallico (40 ng), EGC: epigallocatechina (38 
ng), C: catechina (48 ng), EC: epicatechina (50 ng), EGCg: epigallocatechinagallato (50 ng), AE: acido 
ellagico (31 ng), L: luteolina (30 ng), Q: quercetina (22.8 ng). I campioni venivano iniettati in un loop da 10 
µL. 
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Per determinare la deviazione standard dell’analisi, e quindi l’errore sperimentale 
commesso sia nel processo di estrazione che nell’analisi cromatografica in HPLC, sono 
state effettuate tre estrazioni alcooliche da Tè verde (vedi Parte sperimentale) e tre 
iniezioni in HPLC (vedi Tabella 3.9):  
 
Tab. 3.9 Errori per una serie di prove ripetute del campione A 
PROVA C (g) EGCG (mg) 
1° 33.3 22.0 
2° 33.0 22.2 
3° 32.8 21.9 
 
Valore medio C                Deviazione standard 
33.1 mg               ±              0.2 mg 
Valore medio EGCG       Deviazione standard 
22.0 mg                      ±              0.2 mg 
 
In Tabella 3.10 vengono riportati le quantità in mg, per 100 mg di parte secca, di ogni 
analita in esame.  
 
Tabella 3.10  Quantità di 4 catechine e un acido fenolico, espresse in mg/100 mg di parte secca di Tè verde. 
SPECIE AG 
(mg) 
EGC 
(mg) 
C 
(mg) 
EC 
(mg) 
EGCG 
(mg) 
Tè verde da 
agricoltura 
biologica 
< 0.4 5.5 ± 0.1 33.1 ± 0.2 < 0.5 mg 22.0 ± 0.2 
 
Nel 1° step cromatografico vengono eluite sia le catechine prese in esame sia i monomeri 
glicosilati, con diversi tipi di carboidrati, sia altri tipi di monomeri non presi in esame 
come la gallocatechina, la gallocatechina gallato, la catechina gallato, l’epicatechina 
gallato, l’acido caffeico etc. (Fig. 3.18). 
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Fig. 3.18 Cromatogramma dell’estratto alcoolico di Tè verde, preparato come in Parte Sperimentale. I 
campioni venivano iniettati in un loop da 10 µL. 
 
Dai dati riportati nella Tabella 3.10 è possibile affermare che le catechine monomeriche, 
quali la Catechina (C) e l’Epigallocatechinagallato (EGCG) sono presenti in maggior 
concentrazione in accordo con i dati riportati in letteratura [75]. 
 
Determinazione dei polifenoli totali mediante il metodo di Folin-Ciocalteau 
Il saggio spettrofotometrico di Folin-Ciocalteau permette di effettuare una determinazione 
quantitativa della concentrazione (espressa come mg/100 mg di parte secca) di polifenoli 
totali presenti nell’estratto vegetale [76]. Conoscendo l’equazione della retta di regressione 
lineare standard, si ricava la concentrazione fenolica totale, espressa come equivalenti di 
acido gallico (GAE), della soluzione acquosa ottenuta come riportato nella Parte 
Sperimentale (estrazione di catechine monomeriche da Tè verde). Conoscendo la quantità 
esatta di campione secco si ricavano i mg di polifenoli totali su 100 mg della parte secca. 
Per determinare la deviazione standard dell’analisi, e quindi l’errore sperimentale 
commesso, sia nel processo di estrazione che nell’analisi spettrofotometrica, sono state 
effettuate tre estrazioni e tre determinazioni spettrofotometriche dello stesso campione 
come riportato in Tabella 3.11:  
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 Tab. 3.11 Errori per una serie di prove ripetute per la determinazione della % dei polifenoli totali sul secco 
PROVA  %POLIFENOLI 
TOTALI  
1° 56.55 
2° 58.45 
3° 55.0 
 
Valore medio            Deviazione standard 
     56.66            ±              1.73 
 
Nella Tabella 3.12 vengono riportati la % di polifenoli totali sulla parte secca dell’estratto, 
la resa del processo di estrazione sulla materia prima e la resa della quantità dei polifenoli 
totali sulla materia prima 
 
Tab. 3.12 
Specie Parte Peso  materia 
prima secca 
Peso 
secco 
estratto 
Resa 
dell’estratto 
sulla materia 
prima 
% 
Polifenoli 
totali sul 
secco 
Resa dei 
polifenoli 
totali sulla 
materia prima 
Tè verde 
da 
agricoltura 
biologica 
Foglie 
verdi 
essiccate 
86,17 g 27 g 31,33% 56% 1,18% 
 
 
Inibizione della wt-DHFR da estratti di Tè verde 
Gli interessanti risultati ottenuti nello studio della interazione fra catechine monomeriche e 
DHFR ci ha spinto ad estendere la nostra analisi ad estratti di tè verde, peraltro 
caraterizzati nelle loro componenti polifenoliche come sopra riportato. Infatti, conoscendo 
il percento di catechine monomeriche presenti nell’estratto secco, e soprattutto la % di 
EGCG, si può effettuare un raffronto tra la inibizione esercitata dell’estratto e quella di una 
catechina isolata, per evidenziare eventuali sinergie tra le molecole presenti nell’estratto o 
ipotizzare il ruolo inibitorio di altre catechine. Nella Figura 3.19 viene mostrato il 
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confronto tra una curva di inibizione iperbolica di uno standard di EGCG e un’estratto di 
Tè verde di cui si conosce la % di EGCG determinata in RP-HPLC (vedi Tabella 3.10). 
 
 
Fig. 3.19 Curve di inibizione della wt-DHFR da parte di concentrazioni crescenti di EGCG (in rosso) e di 
estratti di Tè verde (in nero). Ogni punto di attività residua è stato determinato in parallelo, conoscendo la 
concentrazione di EGCG presente nell’estratto. Tutti gli esperimenti venivano effettuati a pH 7 e 25°C in 
presenza di NADPH (100 μM), DHF (40 μM) e DHFR (40 nM). Gli errori sono stati determinati dalla 
deviazione standard della regressione per ogni curva di inibizione. 
 
Come si può osservare dalla figura, le due curve di inibizione indicano che l’effetto 
inibitorio dell’estratto di Tè verde è leggermente inferiore rispetto a quello dell’EGCG 
purificata, anche se allo stato attuale tale diversificazione non appare facilmente 
razionalizzabile vista la complessità del sistema sperimentale. 
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 4. DISCUSSIONE 
 
 
a) Effetto dell’ossidazione sulla funzione e struttura della diidrofolato 
reduttasi 
E’ ormai sufficientemente chiaro alla comunità scientifica, che il processo (o i processi) di 
invecchiamento sono associati ad eventi, dovuti alle cause più diverse, che nel tempo 
alterano la struttura, e quindi la funzione di molecole biologiche diverse. Tra di essi, 
sempre maggiore attenzione destano i fenomeni di ossidazione che sono innescati da una 
serie di molecole, o atomi, diversi ma anche da particolari condizioni cellulari. Condizioni 
ossidanti, o pro-ossidanti determinate dalla presenza di radicali liberi, ioni metallici etc. 
inducono nella cellula condizioni che, spesso, determinano modificazioni chimiche 
(nitrazione, formazione di carbonili, formazione di sulfossidi) su molecole biologiche 
diverse che per questa causa innescano fenomeni biologici aberranti. Ad esempio, nella 
formazione delle placche neuritiche, caratteristiche alterazioni morfologiche presenti nel 
cervello di soggetti affetti dal morbo di Alzheimer, sono sicuramente coinvolti eventi 
molecolari diversi, che vanno dall’instaurarsi di condizioni ossidanti ad alterazioni dei 
processi proteolitici, spesso concomitanti e che agiscono, purtroppo, in maniera sinergica. 
Inoltre, è stato anche dimostrato che i livelli di proteine ossidate sono direttamente 
correlabili con i processi di invecchiamento e che essi, in particolare la formazione di 
carbonili, possono essere assunti come markers quantitativi di patologie tipiche della tarda 
età come il morbo di Alzheimer, la sclerosi amiotrofica laterale, l’artrite reumatoide, il 
diabete, la cataratta etc.  
Inoltre, recenti studi indicano come bassi livelli ematici di folato sono associati con il 
morbo di Alzheimer [77, 78], ponendo in evidenza come i difetti nel metabolismo dell’ 
acido folico possono incrementare i danni al DNA e rendere i neuroni molto piu` sensibili 
alla neurotossicita` della ß-amiloide. Altri studi mettono in evidenza come deficienze 
ematiche di acido folico, a cui corrispondono alti livelli di omocisteina, sono un fattore di 
rischio per malattie neurodegenerative della tarda età come il morbo di Parkinson [79].  
La diidrofolato reduttasi (DHFR) catalizza la reazione di riduzione del folato a diidrofolato 
e del diidrofolato a tetraidrofolato (con concomitante ossidazione del NADPH), 
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intervenendo in molti processi metabolici che coinvolgono il tetraidrofolato come 
trasportatore di gruppi monocarboniosi. Reazioni di mobilizzazione ed utilizzo di unità 
funzionali ad un atomo di carbonio intervengono nella biosintesi dei nucleotidi e di alcuni 
aminoacidi; da ciò risulta il ruolo chiave dell'enzima diidrofolato reduttasi nei processi di 
proliferazione cellulare. La sintesi dei nucleotidi, insieme alle reazioni di trasporto dei 
gruppi metilici, rappresentano fasi fondamentali nella duplicazione cellulare; nel cervello 
in particolare, il malfunzionamento nella regolazione delle reazioni di metilazione porta a 
neuropatie usualmente associate a deficienza di acido folico o vitamina B12 [95]. La 
modificazione ossidativa delle proteine a carico di specie reattive dell'ossigeno (ROS) è 
implicata in diversi stati patologici, tra i quali la malattia di Alzheimer. Il ruolo 
dell'ossidazione delle proteine nell'eziologia (o nella progressione) del morbo di Alzheimer 
è indicato dall'aumento dei livelli di nitrotirosina, gruppi carbonilici e malondialdeide nei 
pazienti affetti da questa malattia [96]. Pochi studi sono stati svolti, finora, riguardo 
l'effetto di agenti ossidanti sulle proprietà funzionali della diidrofolato reduttasi [80], 
mentre quasi assenti sono gli studi sull'effetto di modificazioni ossidative sulla stabilità e 
sulle proprietà strutturali di questo enzima.  
Questi tre anni di dottorato sono stati dedicati allo studio di sistemi molecolari che possono 
essere coinvolti in processi neurodegenerativi e la nostra attenzione si è focalizzata sul 
mutante C85S/C152E (SE-DHFR) della diidrofolato reduttasi espressa in E. Coli e 
sull’effetto esercitato da un ossidante endogeno, quale il perossinitrito, sulla funzionalità e 
sull’unfolding termico della proteina 
La diidrofolato reduttasi da E. coli possiede due residui di cisteina che non formano ponti 
disolfuro: la Cys85 e la Cys152. Essi non sembrano coinvolti nel meccanismo di azione 
catalitica; costituiscono invece un intralcio alla realizzazione delle condizioni di 
reversibilità necessarie perché si possa affrontare un'analisi termodinamica dell'equilibrio 
di folding. Durante lo svolgimento della proteina è infatti plausibile che le due cisteine 
vengano a trovarsi in prossimità l'una dell'altra, e che si ossidino formando ponti disolfuro 
intra- e inter-molecolari. Naturalmente diventa poi impossibile ripristinare la situazione 
nativa. Per risolvere tale inconveniente è stato progettato un mutante in cui le due cisteine 
Cys85 e Cys152 venivano sostituite da una serina ed un acido glutammico rispettivamente, 
seguendo come criterio di sostituzione la presenza dei due residui sostituenti in 
diidrofolato reduttasi provenienti da altre specie (Salmonella typhimurium e Bacillus 
subtilis ). Da un punto di vista funzionale si è visto che le due mutazioni non producono 
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effetti sul meccanismo di catalisi, infatti i parametri cinetici della reazione di riduzione del 
diidrofolato risultano invariati rispetto alla proteina wild-type a 15 °C. 
Durante lo svolgimento di questa parte del progetto è stata studiata l'azione del 
perossinitrito sulla funzionalità della SE-DHFR attraverso saggi enzimatici (misura dell' 
attività residua della proteina in funzione della concentrazione di agente ossidante), e si e` 
andati ad indagare sulla natura dei residui aminoacidici ossidati/nitrati coinvolti nella 
diminuzione dell’attività enzimatica attraverso:  
1. analisi spettrofluorimetrica, sia sul mutante SE-DHFR che sulla wild-type, per 
determinare l’integrità dei residui di Trp dopo l’ossidazione  
2. analisi immunochimica, tramite Western Blotting, sia sul mutante SE-DHFR sia 
sulla wild-type per individuare e quantificare le Tyr nitrate dopo l’esposizione della 
proteina al perossinitrito 
3. titolazione spettrofotometrica dei gruppi sulfidrilici ossidati dopo l’esposizione 
della wt-DHFR al perossinitrito 
4. saggi spettrofotometrici di attività enzimatica per determinare la diminuzione della 
attività catalitica sia del mutante SE-DHFR che della wt-DHFR per esposizione al 
perossinitrito, al fine di razionalizzare il ruolo chiave di “sacrifical targets” dei due 
residui di cisteina presenti nella proteina wild-type 
5. analisi dell’area superficiale accessibile al solvente dei residui aminoacidici 
presenti nella struttura proteica dell’enzima DHFR mediante il programma 
ACCESS (vedi Parte Sperimentale) 
I dati ottenuti indicano in maniera chiara che il perossinitrito inibisce l’attività enzimatica 
del mutante SE-DHFR da E. coli, in presenza ed in assenza di bicarbonato (Fig. 3.2 e 3.3) 
e che tale inibizione è modulata dal NaHCO3 (Fig. 3.3.). L’analisi delle modificazioni 
ossidative indotte dal perossinitrito, in assenza ed in presenza di bicarbonato, indicano 
come i due sistemi siano completamente diversi. Lo ione perossinitrito (ONOO-) reagisce 
rapidamente con CO2 nei sistemi biologici per formare un intermedio fortemente reattivo, 
il nitrosoperossicarbonato (ONO2CO2). In presenza di bicarbonato, questa è la reazione 
predominante e tutte le modificazioni ossidative sono influenzate dalla maggiore reattività, 
e instabilità, dell’addotto formatosi. Quindi, in presenza di bicarbonato, si instaura un 
sistema ossidativo piu` complesso che produce due effetti significativi:  
1- una riduzione della resa di ossidazione (come rilevato dalle analisi in RP-HPLC) 
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2- un incremento dei residui di Tyr nitrati rispetto all’ossidazione/nitrazione dei residui di 
Trp (come rilevato dal blot in Fig. 3.4 e dagli spettri di fluorescenza in Fig. 3.7) 
Questi dati sono in accordo con quelli riportati in letteratura [81, 82]. Quindi, i risultati 
ottenuti indicano chiaramente come la minore inibizione enzimatica che si ottiene in 
presenza di concentrazioni crescenti di bicarbonato (il valore di Ec50 aumenta da 0.1 a 2.39 
mM in presenza di 20 mM NaHCO3) è dovuta sia ad una diminuzione del rendimento della 
reazione di ossidazione, per cui parte della proteina nella forma non ossidata è ancora 
presente (in presenza di bicarbonato la reazione di ONOO- con CO2 rappresenta lo stadio 
limitante la velocità di nitrazione dell’intero processo), sia ad un minor numero di residui 
di triptofano ossidati/nitrati. 
Infatti la modificazione ossidativa dei residui di Trp altera l’integrità del sito di binding del 
substrato, in quanto questi residui hanno un ruolo importante nell’orientazione spaziale del 
complesso enzima-substrato; in particolre il Trp22 è presente nel sito di binding della 
proteina ed e` coinvolto nel network di legami idrogeno che stabilizzano il legame del 
diidrofolato (DHF) [2, 3]. L’enzima DHFR contiene 5 residui di triptofano (Trp22, Trp30, 
Trp47, Trp74, Trp133), ma la letteratura non indica un ruolo per i residui di triptofano se 
non per il Trp22 [2, 5].  
Per rapporti costanti delle concentrazioni di agente ossidante e proteina ([ONOO-]/[SE-
DHFR] = 10), incrementando la concentrazione di NaHCO3 si osserva sia un aumento 
della fluorescenza residua dei residui di Trp sia un parallelo ripristino dell’attività 
enzimatica, e questo fa presumere una correlazione tra l’integrità del triptofano e un 
recupero del 20% dell’attivita` residua percentuale (Tabella 3.2-A). Quindi le modifiche 
ossidative a carico dei residui di Trp sono correlate direttamente con una diminuzione 
dell’attività catalitica dell’enzima, ma non è l’unico processo ossidativo coinvolto nel 
fenomeno di “loss of function” da stress ossidativo. La valutazione sul ruolo parziale della 
modificazione ossidativa del Trp22 nell’inibizione enzimatica della SE-DHFR si basa sul 
fatto che ad alte concentrazioni di perossinitrito, in assenza di bicarbonato, l’attività 
residua diminuisce sensibilmente senza che si osservi nessuna diminuzione dell’ intensità` 
di fluorescenza residua dei Trp (valore che rimane costante al 37.5 %, vedi Fig. 3.5). 
Quindi nella perdita della funzione biologica della proteina possono essere coinvolte sia 
alterazioni di altri residui aminoacidici, ma che possano prendere corpo anche particolari 
modificazioni conformazionali della proteina. Infatti, l’enzima DHFR ha una struttura 
altamente flessibile e diversi residui aminoacidici, localizzati in posizioni cruciali nella 
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struttura (come il loop Met 20, e il loop 117-131), esercitano un’importante funzione nelle 
“ligand binding properties” della proteina e modificazioni di tali residui possono riflettersi 
sull’attività enzimatica della stessa.  
In letteratura sono presenti alcuni studi che confermano il ruolo dei triptofani modificati 
(ossidazione/nitrazione dell’anello indolico) nel “loss of function” di un enzima. Le 
modificazioni ossidative, indotte dal perossinitrito, nei confronti dei residui aromatici della 
Cu, Zn-SOD mostrano come i residui di Trp ossidati/nitrati inducono una parziale 
inattivazione dell’attività enzimatica, senza peraltro perturbare irreversibilmente l’integrità 
del sito di binding della proteina [83].  
Poichè il sistema CO2/HCO3- è il più importante sistema tampone biologico e la 
concentrazione plasmatica di 20 mM HCO3- [84] è quella mantenuta negli esperimenti 
presentati, il bicarbonato può avere un ruolo significativo nella modulazione 
dell’ossidazione, da parte del perossinitrito, di residui aminoacidici aromatici. 
L’ossidazione dei residui di Trp e` sicuramente il fenomeno piu` direttamente correlato 
con la perdita di attività dell’enzima DHFR, rispetto a modificazioni ossidative di altri 
residui che sono stati verificati e quantificati in questo lavoro, come la 
nitrazione/ossidazione dei residui di Tyr e Cys. 
Dai dati presentati quest’ultimi fungono da “sacrifical targets” rispetto 
all’ossidazione/nitrazione dei residui di triptofano. 
L’enzima DHFR ha quattro residui di tirosina (Tyr100, Tyr111, Tyr128 e Tyr151) dei 
quali solamente il residuo Tyr100 gioca un ruolo importante nell’attività catalitica della 
proteina, in quanto media i contatti idrofobici tra l’anello nicotinamidico del cofattore 
NADPH e l’enzima [2, 5]. I dati presentati, però, non mostrano un ruolo diretto 
dell’aumento della nitrazione dei residui di Tyr nel fenomeno del “loss of function” 
dell’enzima ossidato. 
Nelle modificazioni indotte dal perossinitrito è cruciale l’accessibilità al solvente dei 
singoli residui aminoacidici. Per questo è stata analizzata  l’accessibilità al solvente dei 
quattro residui di tirosina presenti nell’enzima mediante il programma ACCESS (vedi 
Parte Sperimentale). I risultati ottenuti indicano che la Tyr100 viene maggiormente esclusa 
al solvente rispetto agli altri residui di tirosina e sarà il residuo di Tyr meno suscettibile a 
subire una nitrazione indotta dal perossinitrito (Fig. 4.1). 
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Fig. 4.1 Struttura tridimensionale della proteina. In giallo, viene evidenziata la Tyr100; in rosso vengono 
evidenziate le altre Tyr che, come possiamo osservare nei diversi punti di osservazione della struttura 
proteica, hanno una parziale accessibilita` al solvente e sono quindi maggiormente esposte all’ azione di un 
agente quale il perossinitrito. 
 
Questi dati giustificano la discrepanza osservata tra l’incremento delle nitrotirosine e 
l’incremento dell’attività residua enzimatica in presenza di bicarbonato. L’addotto 
ONO2CO2- e` piu` reattivo nei confronti dei residui di Tyr rispetto ai residui di Trp, ma la 
Tyr100 puo` essere esclusa dalla modificazione ossidativa indotta dal sistema 
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perossinitrito/bicarbonato, e l’effetto macroscopico è quello di una protezione del 
bicarbonato nei confronti dell’inibizione enzimatica del mutante SE-DHFR (recupero del 
20% di attività catalitica in presenza di 20 mM di bicarbonato).  
Inoltre sono state comparate le modificazioni ossidative, indotte dal perossinitrito, sul 
mutante SE-DHFR e sulla wt-DHFR per valutare se i due residui di cisteina presenti nel 
wild type si comportano come “sacrifical targets”  nei confronti dell’ossidazione e, quindi, 
hanno un ruolo protettore nella inibizione enzimatica esercitata dall’agente ossidante. I dati 
immunochimici e la determinazione dei gruppi sulfidrilici ossidati mostrano che, sia in 
presenza che in assenza di bicarbonato, si ha l’ossidazione/nitrazione dei residui di tirosina 
e dei residui di cisteina nella wt-DHFR da parte del perossinitrito. L’incremento sia 
dell’ossidazione delle cisteine sia della formazione delle 3-nitrotirosine non hanno un 
effetto macroscopico sull’ inibizione dell’ attivita` enzimatica (vedere l’ effetto esercitato 
dal perossinitrito sull’attività enzimatica dellla wt-DHFR nei Risultati). I due residui di 
cisteina nella wt-DHFR fungono da “sacrifical targets” nei confronti dell’ossidazione di 
altri residui della proteina (come i residui di Trp, vedi Tabella 3.2-B) che hanno un ruolo 
diretto nell’attività catalitica dell’ enzima. Come riportato in altri studi, il perossinitrito 
reagisce preferenzialmente con targets tiolici, rispetto all’ anello indolico del triptofano, e 
nella wt-DHFR avremo un incremento del 50% della fluorescenza residua rispetto al 
mutante SE-DHFR per le stesse concentrazioni di ossidante. Lo stesso effetto è stato 
osservato per l’ attivita` residua enzimatica. 
In presenza di bicarbonato si instaura un sistema ossidante piu` complesso in cui varia 
l’ordine di reattivita` nei confronti dei residui di Cys, Tyr e Trp indagati, e quindi avremo 
una differente modulazione sia della fluorescenza residua dei Trp sia dell’attivita` 
enzimatica. In assenza di bicarbonato l’ ordine di reattivita` dei tre residui aminoacidi nella 
wt-DHFR nei confronti del perossinitrito sarà: cys >> Tyr > Trp; in presenza di 
bicarbonato aumenta la reattività nei confronti dei targets aromatici, in particolar modo 
quelli fenolici: Tyr >> Trp >> cys.  
I dati calorimetrici, presentati nei Risultati, permettono di ottenere informazioni 
interessanti riguardo l' effetto degli agenti ossidanti analizzati (perossinitrito in assenza ed 
in presenza di bicarbonato) sull'energetica del folding della diidrofolato reduttasi da E. 
coli. Dal punto di vista della stabilità della proteina il perossinitrito, sia in assenza che in 
presenza del sistema CO2/HCO3-, provoca una diminuzione della temperatura Tm (∼ 8°C) 
di transizione ed un contemporaneo abbassamento dell' entalpia associata ad essa (∼18 
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kcal/mol). Dai dati termodinamici calcolati per la proteina nativa e per le due forme 
ossidate (vedi Risultati) è possibile ottenere una misura della stabilità in termini di energia 
libera di Gibbs in base alla relazione fondamentale: 
 
ΔGi = ΔH i(TR ) + ΔCp, i ⋅(T - TR ) − T ⋅[ΔSi (TR ) + ΔCp,i ⋅ ln(T / TR )] 
 
dove ΔCpi, ΔSi, Tr sono i parametri termodinamici mostrati in Tabella 3.3 
I valori di ΔG così calcolati, relativamente alla prima transizione osservata nei tre 
campioni di proteina, sono stati riportati in funzione della temperatura in Figura 4.2. 
 
Fig. 4.2. Dipendenza dalla temperature della funzione energia libera di Gibbs, relative alla prima transizione 
termica della SE-DHFR 50 μM: (——) non-oxidized enzyme; (- - -) oxidized enzyme by 5 mM peroxynitrite 
in presence of 20 mM HCO3-; ( ) oxidized enzyme by 2.72 mM peroxynitrite; (..….….) oxidized enzyme 
by 5 mM peroxynitrite. 
 
L'effetto di destabilizzazione da parte del perossinitrito è valutabile in termini di 
diminuzione dell’energia libera di transizione (ΔΔG) rispetto alla proteina non ossidata. 
ΔG diminuisce per una quantità pari a 1.25 kcal/mol per la SE-DHFR ossidata ad un 
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rapporto [ONOO-]/[SE-DHFR] = 20 e 1.46 kcal/mol ad un rapporto pari a 35 a 25 °C e a 
pH 7. In presenza di bicarbonato, la proteina ossidata ad un rapporto [ONOO-]/[SE-DHFR] 
= 20 è caratterizzata da un ΔG intermedio tra la proteina non ossidata e ossidata in assenza 
del sistema CO2/HCO3-. Infatti, in presenza del sistema bicarbonato vi è una protezione nei 
confronti dell’ossidazione della proteina e la resa della reazione non è completa, come 
mostrato dall’ analisi in HPLC (vedi Fig. 3.8). Avremo quindi popolazioni diverse di 
proteina in presenza di HCO3-, e i parametri termodinamici determinati con la 
formulazione della funzione di partizione hanno solamente un valore indicativo, e possono 
solamente mostrare, in linea generale, il comportamento della proteina in seguito al 
riscaldamento. Dalla Fig. 4.2 si può osservare l' effetto della forte differenza in ΔCp di 
transizione sulla stabilità della proteina: alti valori di ΔCp conferiscono alla curva dell' 
energia libera di Gibbs una maggiore curvatura.  
Un altro tipo di informazioni ricavabili dagli esperimenti calorimetrici riguarda l' analisi 
della variazione di superficie accessibile al solvente in seguito alla transizione termica.  
In assenza di agenti ossidanti la presenza di due transizioni osservabili in calorimetria DSC 
fa chiaramente pensare all’ esistenza di un intermedio parzialmente unfolded coinvolto 
nella reazione di denaturazione termica. Il fatto che la seconda transizione avvenga a 
temperature elevate è inoltre indizio di un certo grado di stabilità termica di questo 
intermedio. Il processo di unfolding termico della SE-DHFR può essere visualizzato come 
da due parti in equilibrio, in cui in ognuna è coinvolta la presenza di un intermedio di 
unfolding.  
Quanto detto può essere così schematizzato: 
 
 
nN KN-I← → ⎯ ⎯ nI KA← → ⎯ In
KI6 7 4 4 4  8 4 4 4 4 
  
 
  In KI-U← → ⎯ ⎯ Un KD← → ⎯ nU
KU6 7 4 4 4 4 8 4 4 4 4 
 
 
in cui nella prima parte troviamo l' equilibrio tra la forma nativa N, l'intermedio 
monomerico I, e l'intermedio organizzato in uno stato oligomerico In. Le costanti 
termodinamiche che regolano tale equilibrio sono la costante di formazione dell' 
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intermedio parzialmente folded KN-I , e la costante di associazione KA. Queste due 
costanti possono essere inglobate in un'unica costante termodinamica KI. Nella seconda 
parte invece viene rappresentato l'equilibrio di formazione dello stato completamente 
unfolded Un accompagnato dalla dissociazione del complesso oligomerico per formare il 
monomero U. In questo caso le costanti termodinamiche che descrivono tali processi sono 
KI-U, ossia la costante di unfolding dell' intermdio oligomerico, e la costante di 
dissociazione KD; entrambe queste costanti possono essere inglobate nella costante KU. 
I parametri termodinamici ottenuti (vedi Tabella 3.4) mostrano come l’ossidazione da parte 
del perossinitrito della SE-DHFR induca una diminuzione del ‘packing interaction’ e come 
l’ossidazione porti ad un aumento della superfice apolare esposta al solvente (ΔASAap) 
rispetto alla proteina non ossidata, con la conseguente perdita della seconda transizione. 
Questo porta a concludere come l’ intermedio di folding della proteina ossidata esponga 
una larga porzione dei residui idrofobici al solvente che possiede quindi delle 
caratteristiche di stato unfolded piu “spinte” rispetto all’intermedio popolato dalla proteina 
non ossidata. 
Questo fa si che lo stato parzialmente folded della proteina ossidata sia più indotto a 
formare aggregati per interazione idrofobica piuttosto che dare origine ad una seconda 
transizione che porterà allo stato completamente unfolded (Fig. 4.3): 
 
 
Fig. 4.3 In: intermedio parzialmente unfolded organizzato in uno stato oligomerico 
Un: stato completamente unfolded In*: intermedio parazialmente unfolded della proteina ossidata 
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 L’utilizzo di tecniche calorimetriche a scansione differenziale per lo studio dell’unfolding 
termico di proteine ossidate, è interessante ed innovativo laddove il modello a due stati e` 
applicabile (SE-DHFR ossidata in assenza di bicarbonato), mentre l’ eterogeneita` del 
sistema risultante dall’ ossidazione (SE-DHFR ossidata in presenza di bicarbonato) e` un 
forte intralcio ad una rigorosa analisi termodinamica. In definitiva i risultati ottenuti 
possono rappresentare un utile tassello nel chiarimento delle possibili correlazioni tra 
enzimi coinvolti nel metabolismo dell’ acido folico e stress-ossidativo implicato nella 
eziologia di patologie neurodegenerative legate all’invecchiamento.  
I risultati ottenuti sono stati pubblicati nella rivista Archives of Biochemistry and 
Biophysics: 
• Peroxynitrite-mediated oxidation of the C85S/C152E mutant of Dihydrofolate 
Reductase from Escherichia coli: functional and structural effects-Stefania 
Pucciarelli, Michele Spina,Francesca Montecchia, Giulio Lupidi, Anna  Maria  
Eleuteri, Evandro Fioretti, and Mauro Angeletti, Arch Biochem Biophys. 2005 
Feb 15; 434(2):221-31. 
 
b) Effetto di catechine monomeriche presenti nel Tè verde sull’attività 
della DHFR 
L’uso dei farmaci antifolato come agenti chemioterapici risale alla fine degli anni quaranta 
quando, grazie alla scoperta di un patologo dell’Università di Harvard, Sidney Farber, 
venne dimostrata la capacità di un analogo del folato, il metotrexato, di sopprimere la 
proliferazione di cellule neoplastiche in bambini affetti da leucemia linfoblastica acuta 
[85]. Da quel momento, il metotrexato è stato usato come agente antineoplastico per la 
cura di una grande varietà di tumori tra cui il cancro al seno e alle ovaie, oltre alle 
leucemie, ma ci sono voluti vari anni perché venisse scoperto che il metotrexato inibisce in 
maniera specifica l’enzima diidrofolato reduttasi (DHFR) [85]. Attraverso l’ inibizione di 
questo enzima viene infatti bloccata la sintesi del timidilato e delle purine, e quindi del 
DNA, bloccando di fatto la proliferazione cellulare. Ancora oggi il metrotrexato è usato 
come agente chemioterapico nella cura della leucemia linfoblastica acuta, di alcuni 
linfomi, e di altri tumori (osteosarcoma e coriocarcinoma), inoltre è utilizzato nella cura di 
malattie non neoplastiche come l’ artrite reumatoide e la psoriasi.  
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L’importanza clinica della diidrofolato reduttasi ne ha fatto l’obiettivo di numerosi studi 
sia enzimologici che strutturali, consentendo a chi oggi affronta lo studio delle proprietà 
cinetiche di questo enzima di poter disporre di una vastissima letteratura. Di particolare 
interesse rimane la relazione tra attività enzimatica della diidrofolato reduttasi e 
proliferazione cellulare, che è alla base della grande quantità di studi sulle implicazioni del 
metabolismo dell’acido folico nella carcinogenesi [86].  
Recenti pubblicazioni hanno riportato una notevole varietà di attività biologiche e 
biochimiche per quanto rigurarda le catechine presenti nel Tè verde, metaboliti che 
costituiscono circa il 25% dell’estratto secco delle foglie verdi (vedi Risultati). Le 
catechine monomeriche presenti e quantificate negli estratti di Tè verde comprendono l’(-
)epigallocatechinagallato (EGCG), l’epigallocatechina (EGC), l’(-) epicatechinagallato 
(ECG) e l’(-)epicatechina (EC). L’EGCG è la catechina più abbondante (∼22% 
dell’estratto secco) e il monomero più interessante da un punto di vista biochimico date le 
più marcate proprietà antiossidanti, antibiotiche e antivirali che mostra rispetto alle altre 
catechine [87, 88]. Inoltre, alcuni importanti studi hanno posto in evidenza come l’EGCG 
inibisca l’invasione tumorale e l’angiogenesi, processi necessari per la crescita tumorale e 
la moltiplicazioni di metastasi [87] sebbene attraverso meccanismi non ancora chiariti. 
Sulla base dell’osservazione che classici composti antifolato (MTX) posseggano strutture 
chimiche simili ad alcuni polifenoli, si è ipotizzato che le catechine (ed in particolare 
l’EGCG) potessero inibire l’attività enzimatica della DHFR. 
L’effetto dell’EGCG sui parametri cinetici KmDHF, e kcat dell’enzima espresso da E. coli ha 
mostrato che la catechina agisce come uno “slow-binding inhibitor”  di tipo misto 
competitivo nei confronti del diidrofolato, evidenziando due costanti di inibizione Kic pari 
a 4.9 ± 3.3 μM e Kiu pari a 25.0 ± 1.9 μM. Inoltre i nostri dati indicano chiaramente come 
l’EGCG sia un potente inibitore in vitro dell’enzima a concentrazioni comparabili con 
quelle determinate nel siero e nei tessuti di persone che fanno un largo uso di Tè verde 
(0.1-1 μM) [89]. 
Inoltre, il carattere “soft” dell’ EGCG ne lascerebbe ipotizzare l’uso nella prevenzione e 
nel trattamento del cancro, con effetti secondari significativamente ridotti rispetto a quelli 
degli inibitori della DHFR attualmente in uso in chemioterapia, come il Metotrexato. Studi 
in vivo hanno mostrato che un ulteriore vantaggio dell’ EGCG è rappresentato del 
differente effetto esercitato su cellule normali e cancerose. Infatti, a concentrazione 
fisiologiche raggiungibili, l’EGCG elimina le cellule cancerose inducendo apoptosi, ma 
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con contemporaneo ridotto, se non nullo, effetto sulle cellule normali [90]. L’inibizione 
della DHFR da EGCG spiega questo diverso effetto perchè i composti antifolato sono più 
attivi nei confronti di cellule cancerose, che generalmente presentano un più elevato 
turnover del DNA. L’induzione dell’ apoptosi può fornire strategie chemioterapeutiche e 
chemiopreventive altamente efficaci nel controllo del cancro. Molti agenti 
chemiopreventivi infatti esplicano la loro funzione attraverso l’induzione di apoptosi per la 
soppressione della carcinogenesi eliminando le cellule geneticamente danneggiate, cellule 
attivate alla carcinogenesi o cellule che stanno progredendo verso lo stato tumorale. 
Pertanto, le caratteristiche “soft” dell’EGCG, unite alla sua capacità di indurre apoptosi 
attraverso l’inibizione della DHFR, forniscono una convincente spiegazione ai dati 
epidemiologici sull’effetto protettivo di diete ricche in polifenol-gallati nei confronti di 
alcune forme di cancro. Si può quindi concludere che l’ EGCG ed in generale i polifenol-
gallati e loro derivati abbiano un notevole potenziale in applicazioni cliniche come agente 
anticarcinogenico ed antibiotico nel trattamento della psoriasi [88, 91, 92].  
 
APPENDICE 
 
L’equazione utilizzata da Nakano che tiene conto della inibizione da substrato, per la 
determinazione dei parametri cinetici, è la seguente: 
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S è la concentrazione di diidrofolato (DHF), E la concentrazione di enzima DHFR e C1, 
C2, C3, C4 sono delle costanti [72]: 
C1 = k1k3/(k2+k3) = kcat/KmDHF
C2 = [k1k3k5k7]/[(k2+k3) k4 (k6+k7)] 
C3 = [k1(k3+k4)]/[k4(k2+k3)] + [k2k5k7]/[k4(k2+k3)(k6k7)] = 1/ KmDHF + 
[k2k5k7]/[k4(k2+k3)(k6k7)] 
C4 = [k1k5(k3k7)]/[k4(k2+k3)(k6+k7)] 
Nello schema 1 viene mostrato il modello generale di reazione nel caso di inibizione da 
substrato dalla quale deriva l’eq. 1 [94]. 
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Schema 1: E: DHFR; S: DHF; P: NADP+ 
 
Lo schema cinetico tiene conto delle seguenti condizioni: 
1. il cofattore NADPH è in concentrazioni saturanti (come nei saggi cinetici eseguiti), 
cosi che il suo binding sia veloce e irreversibile 
2. la conversione dell’enzima ad enzima-NADPH e dell’enzima-DHF ad enzima-
DHF-NADPH viene omessa dallo schema 
3. la concentrazione di NADP+ libero (P) è praticamente trascurabile cosi che il suo 
rebinding viene omesso dallo schema 
Dai dati ottenuti dal fitting, utilizzando l’equazione generale di Nakano, si ottiene k7 = 0, 
in accordo con quanto è riportato in letteratura, secondo cui il prodotto NADP+ non viene 
rilasciato fin quando è legato il substrato DHF all’enzima (schema 2). 
 
 
 
Schema 2: E: DHFR; S: DHF; P: NADP+ 
 
Quindi, l’eq. 1 è riconducibile alla forma:  
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Quest’ultima può essere scritta come in eq. 3. 
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dove Vmax/KmDHF = C1, C2 = 0, 1/ KmDHF =  C3 , e 
C4 = [k1k5k3]/[(k3k2) + (k4k6)] = [k5/k6k4]*[kcat/ KmDHF] = (1/ki ) * [kcat/ KmDHF] 
ki è la costante di inibizione da substrato e assume la dimensione di una costante di 
equilibrio di dissociazione (M). Il termine ki normalizza la costante cinetica kcat tenendo 
conto dell’inibizione da substrato. 
Lo schema 2 visualizza come in presenza di alte concentrazioni di substrato, l’equilibrio 
tra il complesso EP e il complesso ternario ESP sia spostato verso quest’ultimo; questo 
complesso ternario non è in grado di liberare P e riformare l’enzima libero. Quindi, 
l’apparente effetto inibitorio da substrato è in realtà dovuto alla riduzione della 
concentrazione di enzima libero (con conseguente diminuzione della velocità di reazione) 
e non alla modulazione allosterica da DHF dovuta a due siti di binding per il substrato.  
 
 
 
SOMMARIO 
Protein oxidation plays a key role in many disorders and diseases (like Alzheimer’s and 
Parkinson’s diseases) as indicated by the higher level of oxidized proteins found in tissues 
of ill subjects with respect to healthy subjects (Berlett and Stadtman 1997). In addition to 
the other forms of reactive oxygen species (ROS), proteins are highly susceptible to 
modification by peroxynitrite, which is produced endogenously by the rapid reaction of 
nitric oxide (•NO) with superoxide anion (O2•-) (Beckman et al. 1990).  
The main end-product of this reaction is the peroxynitrite anion (ONOO-), which, under 
physiological conditions, is in equilibrium with the peroxynitrous acid (ONOOH), and 
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rapidly decays to nitrate through the formation of a very active secondary species 
(ONOOH*). The peroxynitrite system (ONOO-, ONOOH and ONOOH*) leads to a 
covalent modification of several amino acid residues in proteins, such as cysteine, 
methionine, tryptophan and tyrosine residues (Pryor and Squadrito 1995; Ischiropoulos 
and AL-Mehdi 1995). 
The peroxynitrite anion (ONOO-) reacts rapidly with CO2 (Uppu et al. 1996a) to form a 
short-lived intermediate identified as the nitrosoperoxycarbonate adduct (ONO2CO2-). This 
species is more reactive in tyrosine oxidation than ONOO- itself and produces 3-
nitrotyrosine and 3,3-dityrosine. 
The reaction of peroxynitrite with CO2 generally is of dominating importance since 
bicarbonate is the main buffering system in tissues, and aerobic life forms depend on the 
CO2/O2 exchange. The reaction of peroxynitrite with CO2 is fast and involves the 
formation of reactive intermediates that are more efficient nitrating species than are either 
peroxynitrite or nitric oxide. The speed of the reaction of peroxynitrite with CO2, in 
biological systems, is faster than the uncatalyzed decomposition of peroxynitrite. Thus, 
many of the reactions of peroxynitrite are more likely to be mediated by the reactive 
intermediates derived from the reaction of ONOO- with CO2 than by peroxynitrite itself 
(Uppu et al. 1996b). 
The problem of the protein oxidation is associated with the accumulation of altered 
forms of several enzymes. These alterations often lead to the formation of catalytically less 
active enzymes that are more sensitive to heat inactivation and proteolytic degradation. In 
addition altered forms of proteins can aggregate and thus become more resistant to 
proteolysis and accumulate (Stadtman 2001). Oxidative modification of an enzyme 
induces structural and functional changes with possible relationships between defects in 
the catalytic functionality and stability of proteins. 
Dihydrofolate reductase (DHFR) is a ubiquitous enzyme for normal cellular metabolism 
in both eukaryotic and prokaryotic cells. DHFR catalyzes the NADPH-dependent 
reduction of dihydrofolate or folate to tetrahydrofolate, a precursor of cofactors required 
for the biosynthesis of purines, pyrimidines and several amino acids. 
Recent studies indicate that low blood levels of folate are associated with Alzheimer’s 
disease (Clarke et al. 1998; Kruman et al. 2002) suggesting that defects in the metabolism 
of folic acid could cause an increment of the DNA damage and make the neurons more 
sensitive to the β-amyloid neurotoxicity.  
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New studies point to folic acid deficiency (with associated high homocysteine levels) as 
a risk factor for another age-related neurodegenerative disorder, Parkinsons’s disease, 
because key dopaminergic neurons become sensitized to environmental toxins causing 
their death or degeneration (Duan et al. 2002). 
DHFR from Escherichia Coli is a monomeric α/β protein containing two non-essential 
cysteine residues among a total of 159 amino acids. At high temperatures cysteine residues 
can form disulfide bonds (intra- and intermolecular). When proteins are crosslinked it is 
more difficult for them to unfold. As energy is added to the system and non-covalent bonds 
are weakened, the presence of crosslinkers will tend to maintain structure. This is 
especially true if the crosslinks are covalent as in the case of disulfide bonds (Iwakura and 
Matthews 1992). When conditions are returned to the native state, there is a great 
impairment for the proper non-covalent interactions to occur and for the protein to assume 
the native configuration. These events can compromise the thermodynamic analysis 
because of the loss of reversibility in the thermal unfolding process. The double mutant in 
which Cys 85 was replaced by Ser and Cys 152 by Glu (C85S/C152E, SE-DHFR) was 
constructed in Dr. C. Robert Matthews laboratory to circumvent this problem (Iwakura and 
Matthews 1992). The two mutations don’t have effect on the mechanism of catalysis; in 
fact the kinetic parameters of the enzymatic reaction of SE-DHFR are unchanged with 
respect to the wild-type at 15 °C, while the activity presents a decrease of 25% at 30 °C 
(Iwakura et al. 1993). The substitutions in the positions 85 and 152 of the aminoacidic 
chain influence the stability of the SE-DHFR and this could explain the decrease of 
activity at 30 °C (Iwakura and Matthews 1992; Luo et al. 1995). 
In this work we report the effects of peroxynitrite on function and stability of SE-DHFR. 
The thermal properties of SE-DHFR are investigated by differential scanning calorimetry 
(DSC). By analyzing the heat capacity function of the enzyme a thermodynamic 
description of the native and the intermediate states, which appear upon temperature-
induced unfolding, is obtained (Freire and Biltonen 1978, Xie et al. 1994).  
Furthermore the effect of peroxynitrite mediated oxidative modification has been 
monitored by enzymatic activity assay of SE-DHFR, while the identification of possible 
residues involved in the oxidative modification by peroxynitrite has been performed by 
fluorescence measurements and Western blotting analysis. 
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